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ABREVIATURAS 
 
ACK: acetato quinasa 
 
ALS: α-acetolactato sintasa 
 
ATCC: Colección Americana de Cultivos Tipo 
 
CECT: Colección Española de Cultivos Tipo 
 
DHAP: dihidorxiacetona fosfato 
 
D-HicDH: Hidroxi-isocaproato deshidrogenasa 
 
DS: diacetilo sintasa 
 
FBP: fructosa-1,6-bisfosfato 
 
GAP: gliceraldehído-3-fosfato 
 
GAPDH: gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 
 
LDH: lactato deshidrogenasa 
 
NAD: dinucleótido de nicotinamida y adenina  
 
NADP: dinucleótido de nicotinamida y adenina fosfato 
 
ORF: pauta abierta de lectura 
 
PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida 
 
PCR: reacción en cadena de la polimerasa 
 
PDH: piruvato deshidorgenasa 
 
PEP: fosfoenolpirivato 
 
PFK : fosfofructoquinasa 
 
PFL: piruvato formato liasa 
 
PG/PK: ruta del 6-fosfogluconato/fosfocetolasa 
 
PKL: fosfocetolasa 
 
Pox: piruvato oxidasa 
 
PTS: sistema fosfotransferasa dependiente de PEP 
 
PYK: piruvato quinasa 
 
RBS: sitio de unión a ribosomas 
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1.- Las bacterias lácticas 
La fermentación representa una de las técnicas más antiguas de conservación de 
alimentos. Los alimentos fermentados sufren cambios organolépticos y de textura que aumentan 
las cualidades del producto y en algunos casos su valor nutricional. En especial, los géneros de 
bacterias lácticas Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus han 
sido tradicionalmente usados como cultivos iniciadores de alimentos fermentados. En ellos, 
contribuyen al desarrollo del sabor y del aroma, retrasan el deterioro e inhiben la proliferación 
de microorganismos patógenos. El efecto protector asignado a las bacterias lácticas es debido, 
principalmente, a las condiciones ácidas que crean durante su desarrollo. Éstas se deben a la 
producción de ácidos orgánicos (sobre todo ácido láctico) por fermentación de carbohidratos, 
con el consiguiente descenso del pH. El ácido láctico posee actividad bacteriostática ya que 
puede penetrar en la célula microbiana reduciendo el pH intracelular y disociándose en iones 
hidrógeno que interfieren con funciones metabólicas esenciales para la célula como la 
translocación de sustratos o la fosforilación oxidativa (Baird-Parker, 1980). La formación de 
ácido láctico es la propiedad más característica y la que da el nombre a las bacterias lácticas. 
Además de estar presentes en los alimentos fermentados, algunas bacterias lácticas, 
especialmente los Lactobacillus, tienen la capacidad de colonizar el tracto intestinal y se cree 
que poseen un papel beneficioso en este ecosistema. La investigación llevada a cabo durante los 
últimos años ha aportado indicios de su efecto benéfico (Forestier et al., 2001). Las 
características nutricionales y terapeúticas más importantes de estas bacterias son: aumento del 
valor nutricional de algunos alimentos, como el enriquecimiento en lisina de los cereales 
fermentados, estimulación general del metabolismo gracias a la producción de vitaminas como 
el ácido fólico o enzimas como la lactasa, protección contra las infecciones del tracto intestinal 
y urinario gracias a la producción de sustancias antibacterianas, estabilización de la flora 
intestinal, impidiendo la colonización de bacterias patógenas por competición por los nutrientes 
y aderencia a la pared intestinal, control de los niveles de colesterol en sangre, disminución del 
riesgo de sufrir cáncer de colon por detoxificación de los compuestos cancerígenos y sustancias 
tóxicas e inducción de la respuesta inmune específica y no específica (Mital y Garg, 1995; 
Majamaa et al., 1995; Alander et al., 1997). Por todo ello, estas bacterias son añadidas vivas a 
alimentos y son usadas como probióticos para consumo tanto humano como animal. Se define 
como probiótico aquellos cultivos bacterianos viables o preparados que contengan células 
bacterianas con efectos beneficiosos para la salud del consumidor más allá de su simple aporte 
nutricional.  
Filogenéticamente, las bacterias lácticas pertenecen a la subdivisión Clostridium-
Bacillus de las bacterias Gram-positivas. Son microorganismos no esporulados, microaerófilos, 
tanto cocos, como bacillos, con una composición de G+C en el ADN de menos del 50%, sin 
catalasa, y que requieren la fermentación de carbohidratos como fuente de energía. 
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2.- Lactobacillus casei 
Los miembros de esta especie se caracterizan por ser bacilos formadores de cadenas de 
longitud variable dependiendo de las condiciones fisiológicas de crecimiento. Son 
microorganismos heterofermentativos facultativos con necesidades nutricionales especiales y 
complejas. La riboflavina, el ácido fólico, el pantotenato de calcio y la niacina son esenciales 
para su crecimiento. No fermentan la arabinosa, la melobiosa, rafinosa, ramnosa ni la xilosa. 
Tienen un peptidoglicano de tipo Lys-D-Asp, sin ácidos teicoicos en su pared. Crece a 15ºC 
pero no a 45ºC y su contenido en G+C es del 45-47%.  
L. casei es un microorganismo con importancia industrial porque se utiliza como cultivo 
iniciador en la fabricación de quesos y productos lácteos. Además, se comercializa en 
preparados lácteos como probiótico por su capacidad de resistir el paso por el estómago y de 
colonizar el intestino (Greene y Klaenhammer, 1994). Alguno de los productos comercializados 
con este microorganismo son el Actimel® de Danone o el Yakult®.   
Con el fin de obtener las bases para mejorar las cepas de uso industrial o farmacéutico 
es importante conocer los mecanismos que regulan su metabolismo.  
 
3.- L. casei subsp. paracasei (CECT 5275) 
La cepa de L. casei más utilizada en estudios bioquímicos y genéticos es L. casei 
ATCC393 [pLZ15-], sin embargo, se ha demostrado recientemente que ésta difiere de la cepa 
tipo ATCC393 depositada en las colecciones oficiales de cultivos tipo. Según diversos estudios, 
la cepa ATCC393 [pLZ15-] se agrupa filogenéticamente con cepas de L. casei subsp paracasei, 
mientras que las depositadas en las colecciones de cultivos tipo muestran una mayor similitud 
con L. zeae (Mori et al., 1997; Acedo, 1999). Por ello, la cepa ATCC393 curada de plásmido ha 
sido depositada en la Colección Española de Cultivos Tipo con la referencia CECT 5275. 
Los estudios, tanto genéticos como fisiológicos, realizados con la cepa de L. casei de 
laboratorio CECT 5275 a nivel de metabolismo de carbohidratos incluyen la caracterización del 
sistema fosfotransferasa dependiente de fosofoenolpiruvato (PTS) para el transporte de lactosa, 
sorbosa y sorbitol  (Gosalbes et al., 1997; Gosalbes et al., 1999; Heme et al., 1994; Yebra et al., 
2000), estudios del transporte y metabolización de glucosa (Veyrat et al., 1994) y el estudio de 
elementos implicados en la represión catabólica como el regulador CcpA o la enzima HPr 
quinasa/fosfatasa (Monedero et al., 1997; Dossonnet et al., 2000).  
 
4.- El metabolismo de azúcares 
No se dispone de datos sobre la regulación del catabolismo de azúcares en L. casei más 
allá de su transporte al interior celular. Con el fin de esclarecer un poco como se regula este 
proceso se planteó esta tesis doctoral. En bacterias Gram-positivas, los mecanismos 
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responsables de la regulación del flujo glucolítico han sido estudiados ampliamente, sobre todo 
en Bacillus subtilis, la bacteria modelo Gram-positiva, y en Lactococcus lactis, la bacteria 
láctica de mayor importancia en la industria. Sin entrar en detalles, ya que éstos van a ser objeto 
de las diversas introducciones de los capítulos de resultados, una visión rápida del metabolismo 
de azúcares vía glucólisis y su regulación en estos organismos sería la siguiente: 
Las bacterias pueden usar gran variedad de fuentes de carbono para su crecimiento que 
normalmente son metabolizadas vía glucólisis hasta ácido pirúvico, el cual es posteriormente 
reducido a ácido láctico. Sin embargo, han desarrollado un sistema que asegura el uso 
preferencial de carbohidratos rápidamente metabolizables. Uno de esos sistemas se llama 
represión catabólica (RC) y modula la expresión génica en respuesta a la disponibilidad de 
fuentes de carbono gracias a una ruta de transducción de señal llamada PTS/CcpA. La 
disponibilidad de azúcares influye sobre la concentración intracelular de metabolitos 
glucolíticos intermedios, cofactores y formas fosforiladas de diversas proteínas, que a su vez 
median procesos de regulación alostérica de enzimas o la regulación de la expresión génica. Así, 
en presencia de un exceso de azúcar, las concentraciones de fructosa-1,6-bisfosfato, triosas 
fosfato, piruvato y la relación NADH/NAD+ son elevadas, mientras que las concentraciones de 
fosfoenolpiruvato y de fosfato inorgánico son relativamente bajas. En este caso, el flujo 
glucolítico está regulado por los niveles de fructosa-1,6-bisfosfato que actúa como activador 
alostérico de las enzimas piruvato quinasa y lactato deshidrogenasa. Además, cuando los niveles 
de fructosa-1,6-bisfosfato son elevados, la proteína HPr, que es uno de los elementos comunes 
del sistema de transporte de azúcares denominado PTS, es fosforilada en el residuo Ser-46 por 
el enzima HPr quinasa/fosfatasa cuya actividad quinasa está alostéricamente activada por ese 
metabolito. La forma P-Ser-HPr media en el fenómeno de RC uniéndose al regulador 
transcripcional CcpA o produciendo en fenómeno de exclusión del inductor. 
Por el contrario, cuando la disponibilidad de azúcares disminuye, también lo hace la 
concentración de fructosa-1,6-bisfosfato mientras que la de fosfato inorgánico aumenta. Ésto 
produce una disminución en la actividad piruvato quinasa con el consiguiente aumento de la 
concentración de fosfoenolpiruvato. El fosfoenolpiruvato inhibe alostéricamente la enzima 
fosfofructoquinasa disminuyendo su actividad y cerrando el círculo de regulación del flujo 
glucolítico. La concentración elevada de fosfato inorgánico induce la actividad fosfatasa de la 
HPr quinasa/fosfatasa impidiendo la formación de P-Ser-HPr y disminuyendo así el fenómeno 
de RC. 
La conversión de pirúvico en metabolitos finales o secundarios también parece estar 
regulado por los metabolitos o los enzimas de la glucólisis. Así, cuando las concentraciones de 
azúcares son elevadas y el flujo glucolítico es muy activo, la elevada relación NADH/NAD+ 
favorece la activación de la lactato deshidrogenasa y provoca una inhibición de la enzima 
gliceraldehído-3P deshidrogenasa. La inhibición de este enzima hace que se acumulen triosas 
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fosfato que tienen un efecto alostérico negativo sobre el enzima piruvato formato liasa. Esto 
hace que casi todo el producto final de la metabolización de azúcares sea ácido láctico. Cuando 
los niveles de azúcares son bajos y el flujo glucolítico lento, se produce un cambio en el patrón 
de fermentación pasando de ser exclusivamente homoláctica a ser una fermentación ácido mixta 
con la activación de enzimas como la piruvato formato liasa o la acetato quinasa. La actividad 
de esta última enzima da lugar a la formación de ATP, lo que hace aumentar las reservas 
energéticas en situaciones de ayuno. Como vemos, el metabolismo de azúcares y su regulación 
están adaptados para que siempre funcione al ritmo que exija la demanda energética de la célula. 
 
Teniendo presente estos flujos de metabolitos celulares y la regulación del metabolismo 
del carbono en bacterias Gram-positivas, enfocamos el estudio de la caracterización de los 
elementos clave en la regulación del catabolismo de azúcares en L. casei desde tres puntos de 
vista: estudio de los elementos comunes del PTS partícipes en la transducción de señal 
PTS/CcpA, estudio de la regulación de enzimas clave en la glucólisis y estudio de la enzima 
lactato deshidrogenasa por ser el enzima responsable del metabolismo homoláctico. Estos tres 
puntos de vista pueden incluirse en un único objetivo que se detalla a continuación. 
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OBJETIVO 
 
Estudio de la influencia de la ruta de transducción de señal PTS/CcpA en la 
regulación del metabolismo de azúcares en L. casei: 
 
1. Caracterización de los elementos generales del PTS y estudio de su 
efecto sobre la entrada de azúcares y represión catabólica. 
2. Mecanismos que regulan la expresión de la fosfofructoquinasa, la 
piruvato quinasa y la lactato deshidrogenasa, actividades clave en 
la ruta homofermentativa. 
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1.- Materiales 
 
1.1.- Cepas 
La cepa de Escherichia coli DH5α [F- supE44 hsdR17 ΔlacU169 (Φ80lacZΔM15) 
recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1] ha sido empleada para la construcción de plásmidos. Las 
cepas de Lactobacillus casei utilizas u obtenidas en este trabajo se detallan en la siguiente tabla: 
  
Cepas de L. casei Genotipo o Propiedades Origen 
BL23  ATCC393 [pLZ15-] - CECT 5275  Dr. Bruce Chassy 
BL30 man Veyrat et al., 1994 
BL71 ccpA Monedero et al., 1997 
BL72 man ccpA Gosalbes et al., 1997 
BL121 ptsH1 (S46AHPr) Capítulo I y II 
BL122 ptsH2 (S46THPr) Capítulo I 
BL123 ptsH3 (I47THPr) Capítulo I 
BL124 ptsI::pVBE800 Capítulo I 
BL126 ptsI1 mutación en el primer sitio EcoRI de ptsI Capítulo I y II 
BL167 orf::pVBperm Capítulo I 
BL168 man orf::pVBperm Capítulo I 
BL169 ptsI orf::pVBperm Capítulo I 
BL176 ldh::pVBldh Capítulo III y IV 
BL177 man ldh::pVBldh Capítulo III 
BL198 hdh::pVBhic Capítulo III  
 
Tabla 1: cepas de L. casei utilizadas en este trabajo 
 
1.2- Plásmidos 
 
Plásmido Propiedades Origen 
pUC18/19 vectores de clonación en E. coli Pharmacia-Biotech 
pRV300 pBluescript SK- con el gen de ErmR de πΑΜβ1 Leloup et al., 1997 
pUC-HI pUC18 con un fragmento de PCR de 1.6 kb con parte de 
ptsH y ptsI 
Capítulo I 
pVBE800 pRV300 con un fragmento interno EcoRI de ptsI, de 865 
pb 
Capítulo I 
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pVBS1 pRV300 con un fragmento de 9 kb de la zona 3’ a ptsI Capítulo I 
pVBH1 pRV300 con parte de ptsI, ptsH completo y 105 pb por 
encima de ptsH 
Capítulo I 
pVBH2 derivado de pVBH1 con mutación en el codon 46 de ptsH 
(Ser por Ala) 
Capítulo I 
pVBH3 derivado de pVBH1 con mutación en el codon 46 de ptsH 
(Ser por Thr) 
Capítulo I 
pVBH4 derivado de pVBH1 con mutación en el codon 46 de ptsH 
(Ser por Asp) 
Capítulo I 
pVBH5 derivado de pVBH1 con mutación en el codon 46 de ptsH 
(Ile por Thr) 
Capítulo I 
pVBR10 derivado de pVBH1 con un cambio en la pauta de lectura 
en el primer sitio EcoRI de ptsI 
Capítulo I 
pVBperm pRV300 con un fragmento interno de la orf con homología 
a permeasas 
Capítulo I 
pGAL9 Origen de pWVO1, gen de ErmR, gen de la α–amilasa de 
B. lycheniformis bajo el control de los promotores spo2 y 
AL9. 
Pérez-Martínez et al., 
1992 
pGALperm Derivado de pGAL9 en el que en vez del gen de la α–
amilasa se ha clonado la orf de L. casei con homología a 
permeasas  
Capítulo I 
pJDC9 Origen de pBR322, gen de ErmR de πΑΜβ1, polilinker de 
pUC19 y gen lacZ  
Chen y Morisson, 1988 
pFK24 pJDC9 con un inserto de 4 kb que contiene el gen pfk y el 
inicio del gen pyk 
Capítulo II 
pUCpfk pUC18 con el gen pfk de L. casei y su zona promotora Capítulo II 
pVBpfk pRV300 con un fragmento interno de pfk Capítulo II 
pVBpyk pRV300 con un fragmento interno de pyk Capítulo II 
pVBldh pRV300 con un fragmento interno de ldhL de 642 pb Capítulo III 
pVBhic pRV300 con un fragmento interno de hdhD de 495 pb. Capítulo III 
 
Tabla 2: plásmidos utilizados en los distintos capítulos de este trabajo 
 
1.3.- Medios de cultivo 
Las cepas de L. casei utilizadas fueron crecidas en condiciones estáticas a 37ºC en 
medio MRS (Oxoid) o MRS de fermentación (Scharlan). A este último medio de cultivo, una 
vez esterilizado, se le añadió el azúcar adecuado a la concentración óptima para cada 
experimento (normalmente al 0.5% ó 0.1%). Los azúcares fueron esterilizados por filtración.  
E. coli fue crecida en agitación a 37ºC en medio LB.   
Los medios de cultivo se autoclavaron a 121ºC durante 20 minutos. Para preparar placas 
se añadió agar al 1.8%. Los transformantes de E. coli fueron seleccionados con ampicilina 100 
μg/ml o eritromicina 300 μg/ml. 40 μg/ml de 5-bromo-4-cloro-3-indol β-D-galactósido (X-gal) 
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fue añadido al medio para la α-complementación. Los integrantes de L. casei fueron 
seleccionados con 5 μg/ml de eritromicina. 
La composición de los medios de cultivo utilizados es la siguiente: 
 
MRS  
Peptona       10 g
Polvo “Lab-Lemco” 8 g
Extracto de Levadura    4 g
Glucosa   20 g
Tween 80           1 ml
K2HPO4          2 g
Acetato sódico 5 g
Citrato triamónico 2 g
MgSO4 0.2 g
MnSO4       0.05 g
Agua destilada csp. 1 l
 
MRS de fermentación  
Peptona      10 g
Extracto de Levadura   4 g
Acetato sódico      5 g
Citrato triamónico 2 g
MgSO4 0.2 g
MnSO4      0.05 g
Rojo de clorofenol    0.04 g
Tween 80                                     1 ml
Agua destilada csp. 1 l
 
LB  
Triptona      10 g
Extracto de Levadura    5 g
NaCl       10 g
Agua destilada csp. 1 l
 
1.4.- Oligonucleótidos 
Los oligonucleótidos utilizados como cebadores en reacciones de PCR, tanto para 
amplificar fragmentos como para secuenciarlos, fueron sintetizados por las casas: Oligogen o 
Gibco BRL. Para los oligonucleótidos degenerados, se utilizó la siguiente nomenclatura: R=> 
A/G  Y=> C/T  S=> C/G  W=> T/A  N=> cualquier nucleótido. 
 
Oligonucleótidos universales 
REV: 5’-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3’ 
FOR: 5’-GTT TTC CCA GTC ACG AC-3’ 
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Capítulo I  
-Oligos degenerados utilizados para clonar el operón ptsHI: 
PTS-H2: 5’-ATG GAA AAR CGN GAR TTY AAY-3’ (MEKREFN) 
PTS-I3: 5’-GCC ATN GTR TAY TGR ATY ARR TCR TT-3’  (NDLIQYTMA) 
PTS-I4: 5’-CCR TCN SAN GCN GCR ATN CC-3’  (GIAASDG) 
 
-Oligo utilizado para la determinación del inicio de la transcripción del operón ptsHI 
por “primer extension”:  
PTS-P.E.: 5’-ACT TGC TTG CTG CCT GTA -3’ CC 
 
-Oligos utilizados para realizar mutaciones puntuales en el residuo Ser46 o Ile47 de 
HPr: 
5’ptsHS46A: 5’-AAG AGC GTT AAC TTG AAG GCT ATC ATG GGC G-3’ 
5’ptsHS46T: 5’-AAG AGC GTT AAC TTG AAG ACT ATC ATG GGC G-3’ 
5’ptsHS46D: 5’-AAG AGC GTT AAC TTG AAG GAT ATC ATG GGC G-3’ 
5’ptsHI47T: 5’-AAG AGC GTT AAC TTG AAG TCT ACC ATG GGC G-3’ 
 
-Oligos internos de la ORF con homología a permeasas usados para clonar un 
fragmento interno que fue usado para inactivar el gen (plásmido pVBperm) y para 
sintetizar una sonda de hibridación: 
PERM9: 5’-GTG ATC GCT ATG GGC GCA G-3’ 
PERM16: 5’-TTA TGT TTA GCA TCT TCG GC-3’ 
 
-Oligos usados para clonar la ORF con homología a permeasas de membrana en el 
vector pGAL9 bajo el control del promotor constitutivo SPO2: 
PERM-IN: 5’-CAT GGT ATG GAT CCG TGA GCG G-3’ 
PERM19: 5’-TAA CCC ACG CCG CAT AGC CA-3’ 
 
-Oligos degenerados utilizados para amplificar y clonar el gen cstR: 
CstR1: 5’-GAY ATH ATH GAR SMN TAY YT-3’ (DIIE[Q/A]YL)  
CstR2: 5’-ATN CKD ATR TAN CCN CCN CC-3’ (G[G/A]GYIRI )  
 
Capítulo II  
-Oligos degenerados utilizados para amplificar y clonar el gen pfk. Con ellos se obtuvo 
el plásmido pVBpfk: 
PFK1: 5’-GGN ATG AAT GCN GCN RT-3’ (GMNAA[I/V]) 
PFK5: 5’-CCN CGY TGS ATG TGN CCN ARA AC-3’ (VLGHIQRG) 
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-Oligos utilizados para amplificar y clonar el gen pyk. Con ellos se obtuvo el plásmido 
pVBpyk: 
PYK6: 5’-TTG GAC CTG CAA GTA ACA CC 
PYKI: 5’-GTG TCA TCA TAA AGG CCA GG-3’ 
 
Capítulo III 
-Oligonucleótidos utilizados para amplificar un fragmento interno del gen ldhL. Con 
ellos se obtuvo el plásmido pVBldh: 
Ldh1: 5’-GAC GCG ATT GAC TTA AGC AAC-3’ 
Ldh2: 5’-GTA AAC GGA CAG TGG CAG AAC-3’ 
 
-Oligonucleótido usado para comprobar, por PCR, la correcta integración del plásmido 
ldh::pVBldh: 
Ldh3: 5’-GGA TGA TAT CAC CGT GGC AA-3’ 
 
-Oligonucleótidos utilizados para amplificar un fragmento interno del gen hdhD. Con 
ellos se obtuvo el plásmido pVBhic: 
Hic1: 5’-TTC ATT GCA GAC AAC GCC-3’  
Hic2: 5’-CGA GCC GTG TTG ATC ACA-3’ 
 
-Oligonucleótido usado para comprobar, por PCR, la correcta integración del plásmido 
hdh::pVBhic:  
Hic3: 5’-GCT TAC GGT GCT CGC GTT GA -3’ 
 
Capítulo IV  
-Oligonucleótidos utilizados para realizar el experimento de retardo en gel: 
RG1: 5’-ATG ACG ACT TGC AAC TCA-3’ 
RG2: 5’-TGT CGA CAG TGA TAA CTG-3’   
RG3: 5’-TTG CAA ACT GCCCAT GGA-3’ 
RG4: 5’-TCT CTA TTC TTC TTG TCG-3’ 
RG5: 5’-GGC TAA TGT GGT GTT GCG-3’ 
RG6: 5’-ATC CCC GCC ACT GGT CAA-3’ 
RG7: 5’-TAA TGA AAC GCA TTG GTA-3’ 
RG8: 5’-CTT ATC ACC GAC AGT TGA-3’ 
RG9: 5’-GTT AGT TGC CGG CGA CAT-3’ 
RG10: 5’-TGA CGA CCA ACG CCT CGA-3’ 
 
 
15 
Materiales y Métodos 
2.- Métodos de manipulación y análisis de ácidos nucleicos 
 
2.1.- Obtención de ácidos nucléicos: 
2.1.1.- Obtención de ADN cromosómico 
El ADN cromosómico de L. casei fue purificado a partir de 10 ml de cultivo MRS 
según el siguiente método: las células de un cultivo de 24h fueron centrifugadas y lavadas con 
EDTA 50mM. El pellet se resuspendió en tampón de lisis (PEG 20000 20%, Tris-HCl 10 mM 
pH 8, maleato sódico 5 mM y MgCl2 5mM) con mutanolisina (5u/500μl) y lisozima (5 mg/ml) y 
se incubó durante una hora. Los protoplastos obtenidos tras este tratamiento, se lisaron 
añadiendo SDS 10% en tampón Tris-HCl 50 mM y EDTA 20mM. La extracción del ADN 
cromosómico se realizó con fenol, fenol/cloroformo/alcohol isoamílico y cloroformo/alcohol 
isoamílico, sucesivamente y se precipitó con 0.6 volúmenes de isopropanol. El ADN se 
recuperó por centrifugación después de lavar con etanol 70% y se resuspendió en TE con 
RNAsa. además de este método, también se utilizó el kit “Purogene” de aislamiento de ADN 
(Gentra System, Inc., Minneapolis, Minn.), tal y como describe el fabricante.     
2.1.2.- Obtención de ADN plasmídico 
El ADN plasmídico de E. coli se aisló por el método de la lisis alcalina según describe 
Sambrook et al., 1989. Alternativamente se utilizó el kit “GFXTM Micro Plasmid Prep” de 
Amersham Pharmacia Biotech. Para la obtención de plásmido en mayor cantidad se utilizaron 
las columnas “Qiagen-tip 100” (Qiagen GmbH, Hilden, Alemania), siguiendo las instrucciones 
del fabricante. 
El ADN plasmídico de L. casei fue obtenido, como en el caso de E. coli, con el kit 
“GFXTM Micro Plasmid Prep”, Amersham Pharmacia Biotech. 
2.1.3.- Obtención de ARN 
Para la obtención del ARN de L. casei, las diferentes cepas fueron crecidas en 10 ml de 
cultivo MRS, adicionado con el azúcar correspondiente, hasta una DO550 entre 0.8 y 1. Las 
células, una vez lavadas con EDTA 50 mM y recogidas por centrifugación, fueron 
resuspendidas en 1ml de Trizol (Gibco BRL). Se adicionó un gramo de  bolitas de vidrio de 0.1 
mm de diámetro y las células se rompieron por agitación en un aparato Fastprep (Biospec). El 
ARN fue aislado según el procedimiento recomendado por el fabricante del Trizol y fue 
cuantificado con el kit de “RiboGreen” (Molecular Probes) usando un fluorímetro VersaFluorTM 
(Bio-Rad). 
 
2.2.- Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y PCR reverso 
 La amplificación de fragmentos de PCR fue llevada a cabo por un termociclador 
Progene (Real). El programa constaba de 30 ciclos que incluía los siguientes pasos: 30 s a 94ºC, 
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30 s a la temperatura óptima de anillamiento de cada oligonucleótido y 1 min (o el tiempo de 
extensión necesario según el tamaño del fragmento a obtener) a 72ºC. Este programa fue 
seguido de un ciclo final de extensión a 72ºC durante 10 min. La reacción contenía 1 U de la 
enzima DNA polimerasa termoestable (Taq) en 50 μl (DinaZymeTM, Finnzymes Oy). 
El PCR reverso fue la técnica utilizada para poder obtener la secuencia de regiones 
adyacentes a las de una secuencia conocida. Para ello, el ADN purificado de la cepa silvestre de 
L. casei fue digerido con un enzima de restricción, elegida según el fragmento a secuenciar, y 
ligado con el enzima T4 ligasa (Gibco BRL). Entonces, veinte nanogramos del ADN ligado y 
dos oligonucleótidos divergentes diseñados en el interior del fragmento de secuencia conocida 
fueron usados para realizar una reacción de PCR.  
 
2.3.- Tratamientos enzimáticos del ADN 
 Las digestiones, defosforilaciones, formación de extremos romos y ligaciones del ADN 
cromosómico o plasmídico se realizaron mediante endonucleasas de restricción, fosfatasas, 
polimerasas o ligasas, siguiendo las recomendaciones del fabricante (Gibco BRL).  
 
2.4.- Electroforesis en geles de agarosa 
2.4.1.- ADN  
La separación de fragmentos de ADN se realizó en geles de agarosa de concentración 
variable (entre 0.8% y 2%) según el tamaño de los fragmentos a separar. Los geles se 
prepararon en tampón TBE 1X (Tris 44.5 mM, ácido bórico 44.5 mM, EDTA 1.25 mM) que 
también fue usado como tampón de electroforesis. A las muestras se les añadió tampón de carga 
(azul de bromofenol 0.25% (p/v), xilen cianol 0.25% (p/v) y glicerol 30% en agua destilada) y 
la electroforesis se realizó a voltaje constante entre 60 y 100 V. A la solución de agarosa con la 
que se realizó el gel se el añadió bromuro de etidio (10 mg/ml) para visualizar el ADN por ultra 
violeta. 
2.4.2.- ARN  
 Las muestras de ARN, normalmente entre 0.5 y 2 g de ARN, fueron desnaturalizadas 
por incubación a 55ºC durante 10 minutos una vez añadido 2.5 μl de tampón MOPS 10X, 4.5 μl 
de formaldehido, 12.5 μl de formamida y H2O tratada con DEPC en cantidad suficiente para 30 
μl. El tampón de carga, el mismo que el utilizado para la electroforesis de ADN, fue añadido a 
la muestra momentos antes de la electroforesis.  
La separación del ARN se realizó en geles desnaturalizantes de agarosa al 1% (MOPS 
1x y formaldehido 2.2M en H2O DEPC). Como tampón de electroforesis se usó el MOPS 1x. El 
voltaje de la electroforesis fue constante. 
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2.5.- Aislamiento de fragmentos de ADN de geles de agarosa y clonación de los 
mismos 
Una vez separados los fragmentos de ADN por electroforesis, el aislamiento de uno de 
ellos se realizó recortando un fragmento de agarosa que contenía la banda de interés y utilizando 
un sistema comercial de purificación de ADN (“GFXTM PCR DNA and gel band purification 
kit”, Amersham Pharmacia Biotech) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
El “Sure Clone ligation kit” (Amersham Pharmacia Biotec) fue utilizado para clonar los 
fragmentos de PCR cuando fue necesario.   
 
2.6.- Transferencia de ácidos nucleicos a filtros e hibridación de los mismos 
2.6.1.- Northern 
El gel desnaturalizante, tras la electroforesis, se lavó dos o tres veces con agua 
bidestilada estéril y se equilibró con una solución 10x SSC. Posteriormente, el ARN fue 
transferido a membranas de nylon comercializadas como “Hybond-N” (Amersham Pharmacia 
Biotech). La transferencia se realizó con tampón 20x SSC según lo descrito por Sambrook et al., 
1989. La fijación de los ácidos nucleicos a la membrana se realizó mediante la exposición a luz 
ultravioleta durante 5 min en un aparato IBI UHV (International Biotechnologies, Inc.) 
El ARN, una vez fijado en la membrana, fue visualizó por tinción con azul de metileno. 
En las membranas teñidas se apreciaron perfectamente los ARN ribosomales. Éstos, cuya 
expresión es constitutiva, se utilizaron como patrones internos de cada muestra para poder hacer 
una cuantificación relativa de las intensidades de las bandas hibridadas, una vez reveladas. Los 
Northern blots, y las membranas teñidas fueron escaneadas en un HP Scan jet 5100C y 
cuantificadas por densitometría con el software Scion Image (Scion). Las intensidades relativas 
en las películas fueron calculadas para cada muestra. 
Las membranas, tras una o dos horas de prehibridación con solución bloqueante 
(Bloking Reagent, Boehringer Mannheim, Germany), se hibridaron con sondas de ARN 
marcadas con digoxigenina con el kit de marcaje de ARN de Boehringer Mannheim. Para su 
obtención, fragmentos internos de ADN pertenecientes a los genes de los cuales quisimos 
estudiar su expresión, fueron clonados en pRV300. Como este plásmido es derivado de 
pBluescriptII SK- y posee los promotores T3 y T4, se pudo obtener un ARN antisentido a partir 
del plásmido linearizado y el enzima T3 o T4 polimerasa. La hibridación, llevada a cabo a 55ºC, 
los lavados y la detección fueron realizados según las recomendaciones del fabricante. La 
exposición de las membranas se hizo en películas HyperfilmTM-ECL (Amersham) que fueron 
reveladas en una máquina reveladora automática Curix 60 (Agfa). 
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2.6.2.- Southern 
El ADN cromosómico, una vez digerido y separado en un gel de agarosa, fue 
transferido mediante bomba de vacío a membranas de nylon “Hybond-N”. El tampón de 
transferencia fue el 20x SSC y el tiempo de actuación de la bomba de vacío fue de una hora. La 
sondas de ADN utilizadas fueron marcadas mediante la técnica de “random primer” con dUTP-
digoxigenina, usando el kit de marcaje de ácidos nucleicos de Boehringer Mannheim o mediante 
reacciones de PCR adicionando dUTP-digoxigenina a la mezcla de reacción. La prehibridación, 
hibridación a 65ºC y lavados se realizaron según las recomendaciones del fabricante. En la 
detección, se utilizó el conjugado anti-DIG-fosfatasa alcalina y el sustrato quimioluminiscente 
CDP-Star (Boehringer). La exposición de las membranas y el revelado se hizo igual que en los 
ensayos Northern.  
 
2.7.- Secuenciación 
La secuenciación del ADN fue realizada con un secuenciador automático ABI PRISM 
dRhodamine Terminator Cycle Sequencing (Perkin-Elmer Corp.). Las condiciones de reacción 
y los reactivos usados fueron los recomendados por el fabricante. Para la secuenciación fueron 
utilizados los oligonucleótidos universales M13 y reverso así como oligonucleótidos que 
hibridan con el ADN clonado. Los programas BLAST o FASTA se utilizaron para buscar 
homología entre los fragmentos secuenciados y las secuencias de las bases de datos. 
 
2.8.- Primer Extension 
ARN extraído de L. casei se hibridó con 0.2 pmol de un oligonucleótido marcado en 5’ 
con 32P. La reacción de extensión fue llevada a cabo a 42ºC usando 10 U de transcriptasa 
reversa AMV (Amersham). El ADNc producido y los productos de una reacción de 
secuenciación realizada con el mismo oligonucleótido marcado fueron cargados en un gel de 
poliacrilamida al 6%-Urea 6M. Las bandas marcadas fueron detectadas por autoradiografía en 
películas X-OMAT-S (Kodak). 
 
2.9.- Construcción de los mutantes ptsH 
 La mutagénesis puntual dirigida fue la técnica utilizada para reemplazar el codón para 
la Ser-46 por un codón para Ala, Asp o Thr y el codón para la Ile-47 por un codón para Thr en 
la proteína HPr. Para ello, se realizaron amplificaciones por PCR usando el oligonucleótido 
reverso de pBluescript (Stratagene), uno de los siguientes oligonucleótidos: 5’ptsHS46A, 
5’ptsHS46T, 5’ptsHS46D ó 5’ptsHI47T (ver oligos Cap I) y como molde el plásmido pVBH1, 
que contiene el gen silvestre ptsH. En los oligonucleótidos específicos citados, los codones 
silvestres para la Ser-46 o Ile-47 fueron reemplazados por los codones indicados. Los 
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fragmentos de 1.4 kb resultantes de la amplificación por PCR fueron digeridos con HpaI y SacI 
y posteriormente utilizados para reemplazar el fragmento silvestre HpaI-SacI de pVBH1. Para 
confirmar la presencia de las mutaciones en los nuevos cuatro plásmidos construidos, los alelos 
ptsH fueron secuenciados.  
 
2.10.- Ensayo de retardo en gel 
Cinco fragmentos solapantes de ADN de aproximadamente 180 pb que se extendían 
desde la posición –414 hasta la +287 respecto al punto de inicio de la traducción del gen pfk, 
fueron obtenidos por PCR utilizando los oligonucleótidos RG1, RG2... RG10 descritos 
anteriormente. Estos fragmentos, una vez purificados, fueron incubados durante 10 min a 37ºC 
en 10 μl de mezcla de reacción que contenía Tris-HCl 100 mM (pH 7.5), EDTA 1mM, 0.5 μg 
de ADN inespecífico (plásmido pWH802 linearizado), 10 μM de CcpA de L. casei y 10 μM de 
P-Ser-HPr de L. casei. Las muestras fueron separadas por electroforesis en un gel no 
desnaturalizante de poliacrilamida al 5% en tampón Tris-HCl 100 mM (pH 8.8) y EDTA 1 mM 
a 70 V durante 45 min. El ADN fue visualizado por tinción con bromuro de etidio. Las 
proteínas CcpA y HPr de L. casei fueron purificadas tras su sobreexpresión en E. coli BL21 
(DE3)(pLysS) usando los plásmidos pET3c-ccpA y pET3c-ptsH como se describe en Mahr et 
al., 2000. P-Ser-HPr fue obtenida mediante fosforilación con ATP y el enzima HPr K/P de B. 
subtilis (Mahr et al., 2000). 
 
3.- Métodos de manipulación de proteínas 
 
3.1.- Obtención de extractos celulares y permeabilización celular 
Para la obtención de extractos celulares, cultivos de L. casei en MRS de fermentación 
con el azúcar apropiado, fueron crecidos hasta una D.O550 entre 0.8 y 1 correspondiente a la fase 
exponencial. Las células fueron lavadas y resuspendidas en 1 ml de tampón, que fue diferente 
según el experimento a realizar. A la suspensión celular se le añadió un gramo de bolitas de 
vidrio de 0.1 mm de diámetro y  las células se rompieron por agitación en un aparato “Fastprep” 
(Biospec) en 3 ciclos de 45 seg cada uno. Tras este tratamiento, las células intactas y los restos 
celulares se eliminaron por centrifugación a 4ºC. La concentración de proteína se determinó 
mediante el “Bio-Rad Protein Assay” (Bio-Rad) con BSA como patrón. 
Para permeabilizar las células, tras ser lavadas y resuspendidas en 1 ml del tampón 
correspondiente, se les añadió 50 μl de tolueno:acetona (1:9) y se agitaton en vortex durante 5 
min. El peso seco de las células permeabilizadas se determinó filtrando un volumen de la 
suspensión celular por un filtro de 0.45 μm (Millipore), dejandolo secar una noche a 100ºC para 
después determinar la diferencia de peso con el filtro. 
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3.2.- Electroforesis de proteínas 
La electroforesis de proteínas se realizó según la técnica SDS-PAGE de Laemmli, 1970. 
 
3.3.-  Estabilización de la proteína HPr y Análisis Western 
Las diferentes cepas de L. casei fueron crecidas en 100 ml de medio MRS de cultivo 
hasta una DO550 de 0.3. El crecimiento se paró añadiendo 50 μg/ml de cloranfenicol. A 
continuación, el medio de cultivo fue acidificado a pH 4.5 con HCl 10 mM para estabilizar las 
distintas formas de HPr impidiendo la fosforilación/desfosforilación de las mismas durante el 
experimento. A ese pH, las enzimas HPr quinasa/fosfatasa y enzima I son inactivas. Las células 
fueron recogidas por centrifugación a 4ºC, resuspendidas en acetato sódico 20 mM pH 4.5 y 
rotas mecánicamente con bolitas de vidrio como ya ha sido descrito anteriormente en la 
obtención de extractos celulares. Los restos celulares y las membranas fueron eliminados por 
centrifugación en frío. Los extractos libres de células conteniendo las diferentes formas de HPr 
fueron separados por electroforesis en un gel no desnaturalizante de acrilamida al 12% y 
transferidos a una membrana de nitrocelulosa con un electroblotter de Bio-Rad.  
Las especies de HPr fueron visualizadas por inmunodetección con antisuero policlonal 
de conejo contra HPr de B. subtilis y anti IgG conjugada con fosfatasa alcalina. Como P-Ser-
HPr y P-His-HPr tienen la misma movilidad electroforética en un gel nativo, las dos especies 
fueron diferenciadas calentando una fracción de cada muestra a 80ºC durante 10 min antes de la 
electroforesis. Al contrario que la forma fosforilada en la serina, la fosforilación en la histidina 
no es estable en esas condiciones y mientras la forma P-His-HPr se convierte en la forma HPr 
desfosforilada, la forma doblemente fosforilada 2P-(His, Ser)-HPr se convierte en P-Ser-HPr  
 
4.- Métodos de manipulación de microorganismos 
 
4.1.- Transformación de E. coli 
La transformación de E. coli fue llevada a cabo por el método del RbCl2 según 
Sambrook et al., 1989. 
4.2.- Transformación de L. casei  
L. casei fue transformada por electroporación con una aparato Gene-pulser (Bio-Rad 
Laboratories, Richmond, Calif.) según el método de Posno et al., 1991. 
4.2.1.- Recombinación tipo Campbell 
Para la inactivación de los genes ptsI, pfk, pyk, ldhL, hdhD y una ORF con homología a 
permeasas transportadoras de azúcares se obtuvieron por PCR fragmentos homólogos de unas 
500 pb de localización interna en el gen. Éstos se clonaron en el vector suicida pRV300 dando 
lugar a los plásmidos pVBE800, pVBperm, pVBpfk, pVBpyk, pVBldh y pVBhic. Los 
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plásmidos, que portaban un gen de resistencia a eritromicina, fueron utilizados para transformar 
diferentes cepas de L. casei. Los transformantes resistentes a eritromicina que se obtuvieron 
habían sufrido una recombinación de tipo Campbell por simple entrecruzamiento. La inserción 
del plásmido en el locus cromosómico correspondiente, con la consiguiente inactivación génica, 
fue comprobada por PCR o por Southern blot, como se muestra en el ejemplo de la Fig. 1.1. 
Esta técnica también se usó para crear las mutaciones puntuales en el residuo Ser-46 de la 
proteína HPr o la mutación puntual en el gen ptsI. Los plásmidos pVBH2, pVBH3, pVBH4 y 
pVBH5, que portaban el gen ptsH con los codones silvestres Ser-46 o Ile-47 reemplazados por 
los codones mutados, y el plásmido pVBR10, que portaba la mutación puntual en el gen ptsI, 
fueron usados para transformar la cepa silvestre de L. casei. Al crecer los transformantes unas 
200 generaciones sin la presión selectiva de la eritromicina, se produjo una segunda 
recombinación cromosómica con la excisión del plásmido que dio lugar a las cepas con las 
mutaciones puntuales en los genes ptsI o ptsH. 
pRV300
orf‘ptsI
orf’‘ptsI ‘orf
PstI PstI
PstI PstI
PstI
PstI
wt or
f::
pR
V3
00
PstI
1.9 kb
4.5 kb
0.6 kb
erm
erm
 
     
Fig 1.- Esquema de la recombinación homóloga tipo Campbell de la orf con homología 
a permeasas de azúcares que se encuentra detrás del gen ptsI de L. casei y comprobación por 
Southern blot de la obtención del mutante. El ADN cormosómico se digirió con el enzima PstI y 
el mismo fragmento utilizado para la integración fue usado como sonda. 
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4.3.- Transporte y consumo de azúcares por células en reposo. 
Las células fueron crecidas hasta fase exponencial en MRS de fermentación 
conteniendo un 0.5% del azúcar indicado. Treinta minutos antes de recoger las células, se 
adicionó glucosa en concentración 0.5 % para inducir la síntesis de los elementos de transporte 
PTS específicos de ese azúcar. Los experimentos también fueron realizados sin precrecer las  
células en presencia de glucosa. Las células fueron lavadas dos veces con tampón fosfato sódico 
50 mM pH 7 que contenía MgCl2 10 mM, y resuspendidas en tampón Tris-maleato 50 mM pH 
7.2 con MgCl2 5 mM. Los ensayos de transporte fueron llevados a cabo en 1 ml de este último 
tampón adicionado con peptona 1% y 0.6 mg de células (peso seco). Las muestras fueron 
preincubadas durante 5 min a 37ºC antes de añadir el azúcar marcado con 14C (0.5 mCi mmol-1, 
Isotopchim, Ganagobie-Peyruis) a una concentración de 1 mM. Fracciones de 100 μl de cada 
muestra fueron retiradas a diferentes intervalos de tiempo y filtradas rápidamente por filtros de 
0.45 μm de tamaño de poro. Los filtros fueron lavados con tampón Tris-maleato frío y la 
radioactividad retenida fue medida en un contador de centelleo líquido. 
Para seguir el consumo de azúcares en la cepa silvestre de L. casei y en la cepa mutante 
ptsH1, la células fueron crecidas y recogidas igual que en los experimentos de transporte y 18 
mg de células (peso seco) fueron resuspendidas en 5ml de tampón fosfato sódico 50 mM pH 7. 
Después de 5 min de incubación a 37ºC, la maltosa y la glucosa fueron adicionadas a una 
concentración final de 0.04% y 0.2% respectivamente. Fracciones de 300 μl de las muestras 
fueron sacadas cada cierto tiempo, hervidas durante 10 min y clarificadas por centrifugación. El 
contenido de azúcar en el sobrenadante fue determinado con un test espectofotométrico 
acoplado usando α–glucosidasa y hexoquinasa/glucosa-6-P deshidrogenasa según lo 
recomendado por el fabricante (Boehringer Mannheim) 
 
5.- Actividades enzimáticas 
 
5.1.- Actividades trazadoras 
5.1.1.- N-acetil-glucosaminidasa 
Para realizar la medida de esta actividad, la células de L. casei fueron permeabilizadas 
según lo descrito anteriormente. 10 μl de estas células fueron añadidas a los 250 μl de mezcla de 
reacción (10 mM fosfato potásico pH 6.8, MgCl2 1mM, p-nitrofenil-N-acetil-β-D-
glucosamínido 5mM (Sigma)), que se incubó a 37ºC durante 10 min. La reacción se paró con 
250 μl de Na2CO3 al 5% y la absorbancia del color amarillo formado fue medido por 
espectrofotometría a 420 nm. La concentración de proteínas fue determinada con el ensayo 
“dye-binding” de Bio-Rad. 
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5.1.2.- Fosfo-β-galactosidasa 
La medida de esta actividad se realizó igual a la anterior pero usando como sustrato o-
NP-β-D-galactopiranósido-6-P (Veyrat et al., 1994).  
5.1.3.- β-glucuronidasa 
Esta actividad se ensayó como en Platteeuw et al., 1995. El sustrato de la reaccion fue el 
ácido p-NP-β-D-glucurónico. 
 
5.2.- Actividades glucolíticas 
5.2.1.- Fosfofructoquinasa 
El cálculo de esta actividad se realizó midiendo el descenso de absorbancia a 340 nm, 
por la desaparición de NADH, al acoplar varias reacciones enzimáticas. La reacción se realizó 
en un volumen de 500 μl y los componentes de la misma fueron: tampón Tris-HCl 50 mM pH 
7.6, MgCl2 5 mM, fructosa-6-P 1 mM, NADH 0.15 mM, 0.1 U de aldolasa, 5 U de triosa fosfato 
isomerasa, 1.6 U de glicerol.3-P deshidrogenasa y 15-20 μl de células permeabilizadas. La 
reacción se inició con 0.5 mM de ATP. 
5.2.2.- Piruvato quinasa 
Esta actividad se midió de forma similar a la anterior pero acoplando reacciones 
diferentes para medir la desaparición de NADH. En este caso los reactivos fueron: Tris-HCl 50 
mM pH 7.2, MgCl2 5 mM, KCl 75 mM, NADH 0.15 mM, ADP 1mM, fructosa-1,6-diP, 3 U de 
lactato deshidrogenasa y 5 μl de células permeabilizadas. La reacción se inició con PEP 1 mM.  
 
6.- Medida de metabolitos 
 
6.1.- PEP y Pirúvico 
Las medidas de PEP y ácido pirúvico fueron realizadas según el método de Czok y 
Lamprecht, 1974. 
 
6.2.- Volátiles por cromatografía de gases 
Los metabolitos secundarios de la cepa silvestre de L. casei y de las diversas cepas 
mutantes, crecidos en glucosa o lactosa, fueron determinados en un sistema de células en 
reposo. El análisis de los compuestos volátiles como el etanol, acetaldehído, acetona, 1-butanol, 
acetoína y diacetilo fue realizado usando un aparato de purga y captura equipado con una 
trampa Vocarb 3000 (Sulpeco) para concentrar los analitos. A la trampa, se le acopló un 
cromatógrafo de gases equipado con un espectómetro de masas (Hewlett-Packard 7695, 
Barcelona, España) como se describe en Dauneau et al., 1997. 
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6.3.- Ácido acético y ácido láctico 
El sobrenadante de cultivos de unas 16 horas en MRS de las diferentes cepas de L. 
casei, fue utilizado para medir la concentración de ácido L-láctico, D-láctico o ácido acético. 
Los dos primeros se midieron por la aparición de NADH a 340 nm en presencia de 
NAD+ y los enzimas L-LDH o D-LDH. El acetato fue medido por la aparición de NADH en 
presencia de NAD, ATP, CoA, acetil-CoA sintasa, citrato sintasa y malato deshidrogenasa, todo 
ello según los kits nº 112821 y nº 148261 de Boehringer Mannheim, respectivamente. 
 
25 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
27 
Capítulo I 
 
 
 
 
 
 
CAPÍTULO I 
 
CLONACIÓN Y ESTUDIO DEL OPERÓN ptsHI Y LAS 
ORFs ADYACENTES 
 
 
1. Papel del enzima I y HPr de L. casei en el transporte de azúcares, 
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operón ptsHI 
3. Una ORF situada en 5’ al operón ptsHI con posible función en la 
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1.- Papel del enzima I y HPr de L. casei en el transporte de 
azúcares, represión catabólica y exclusión del inductor 
 
INTRODUCCIÓN 
 
1.- El PTS   
El sistema fosfotransferasa dependiente de fosfoenolpiruvato o PTS es un complejo 
enzimático cuya principal función es transportar azúcares a través de la membrana 
fosforilandolos simultáneamente. La energía utilizada para este proceso proviene del enlace 
fosfato de alta energía del fosfoenolpiruvato (PEP). Este grupo fosfato es transferido, a través de 
una serie de proteínas citoplasmáticas componentes del PTS, hasta una proteína de membrana 
encargada de transportar y fosforilar los azúcares del medio.  
EI-P
EI
HPr-P
HPr
EIIA-P
EIIA
piruvato
PEP
lactato
ADP
ATP
PYK
EIICEIIBC
azúcar
azúcar-PFBP
Glucólisis
membrana
INTERIOR EXTERIOR
LDH
 
Fig. 1. 1.- Transporte de azúcares mediado por el sistema fosfotransferasa dependiente 
de fosfoenolpiruvato (PTS) y su relación con la glucólisis. PYK: fosfofructo quinasa; LDH: 
lactato deshidrogenasa. 
 
Las dos primeras proteínas que intervienen en la cadena de fosforilación son los 
elementos citoplasmáticos del PTS comunes para todos los azúcares: la enzima I (EI) y la HPr 
(heat-stable protein). La siguiente proteína de la cadena, la enzima II (EII), es específica de cada 
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azúcar. Esta proteína está formada por tres o cuatro dominios (EIIA, EIIB, EIIC y EIID), según 
la familia de azúcares a la que pertenezca (Saier y Reizer, 1992). Cuando la enzima II está 
formada por tres dominios, EIIA y EIIB son los encargados de la transferencia del grupo fosfato 
mientras que EIIC es una proteína de membrana encargada de la translocación del azúcar. En el 
caso de ser cuatro dominios, EIID sería parte de la proteína de membrana mientras que EIIA, 
EIIB y EIIC mantendrían la misma función. La secuencia de la cascada de fosforilación, que se 
puede ver en la Fig. 1.1., sería la siguiente: después de la autofosforilación de la enzima I a 
expensas del PEP, la EI cataliza la fosforilación de HPr en el residuo de histidina en posición 
15, dando lugar a P-His-HPr. El grupo fosfato es transferido posteriormente desde el HPr hasta 
la enzima IIA específica de azúcar que a su vez cede el grupo fosfato a su correspondiente 
enzima IIB. P-enzima IIB y el dominio transmembrana IIC correspondiente catalizan la entrada 
y la fosforilación simultanea de los carbohidratos (Postma et al., 1993). Los componentes del 
PTS específicos para cada azúcar son inducibles por sus propios azúcares o análogos, 
evitándose así la síntesis innecesaria de enzimas metabólicos si el azúcar no está presente. 
 
2.- Papel del PTS como regulador del metabolismo 
Además de la función de transporte, el PTS juega también un papel en la regulación del 
metabolismo. Dadas sus características, el PTS puede considerarse como un sistema de 
transducción de señal que percibe las condiciones ambientales, sobre todo en lo referente a la 
disponibilidad de nutrientes, y las trasmite a la célula dependiendo del estado de fosforilación de 
sus componentes. Los fenómenos que se desencadenan cuando el PTS se pone en 
funcionamiento son: la regulación de enzimas y proteínas por fosforilacion dependiente del 
PTS, la represión/activación por catabolito (RC/AC) y la exclusión del inductor. 
 
2.1.- Regulación por fosforilación dependiente de P-His-HPr 
 P-His-HPr puede transferir el grupo fosfato hasta otras proteínas no-PTS como la 
glicerol quinasa (Charrier et al., 1997) o a antiterminadores y activadores transcripcionales que 
poseen dominios denominados PRD con varios sitios de fosforilación reconocidos por P-His-
HPr (Tortosa et al., 1997; Stülke et al., 1998; Lindner et al., 1999). En todos los casos, la 
fosforilación dependiente de P-His-HPr permite la activación de las proteínas no-PTS. Por 
ejemplo, en L. casei, el antiterminador LacT, que regula la expresión del operón lac, contiene un 
dominio PRD que parece estar regulado de ésta forma. La desfosforilación de P-His-HPr y P-
His-LacT en células que crecen en medio de cultivo con glucosa es la responsable de la 
represión que produce la glucosa sobre la expresión del operón lac (Gosalbes et al., 1997; 
Gosalbes et al., 1999). En B. subtilis, P-His-HPr activa la expresión del operón de la levanasa 
fosforilando el regulador transcripcional LevR (Stulke et al., 1995). 
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2.2.- Represión/Activación catabólica: ruta de transducción de señal 
PTS/CcpA 
Aparte de la fosforilación en el residuo de His-15, la proteína HPr puede también sufrir 
una fosforilación dependiente de ATP, en el residuo de serina 46, catalizada por el enzima bi-
funcional HPr quinasa/fosfatasa (Galinier et al., 1998; Reizer et al., 1998; Brochu y 
Vadeboncoeur, 1999; Kravanja et al., 1999). Esta fosforilación sólo ha sido demostrada en 
bacterias Gram-positivas siendo P-Ser-HPr partícipe en un mecanismo de represión/activación 
catabólica (RC/AC), exclusivo de estas bacterias. La mayoría de estos estudios han sido 
llevados a cabo en Bacillus subtilis ya que se poseen mutantes en los diferentes elementos que 
participan en este fenómeno y sobre todo porque existe un mutante puntual ptsH1, que resulta al 
reemplazar la Ser-46 de HPr por un residuo de alanina, y  ha sido utilizado para estudiar in vivo 
el papel de la fosforilación de la Ser-46 en la represión catabólica (Deutscher et al., 1994).  
 
FBP
Glicólisis
HPr HPrP-Ser-
HPr quinasa
HPrP-Ser-
CcpA
cre
Represión Catabólica
azúcar-PTS
PTS
HPrP-His-
CcpAATP
ADP
+
Perm
azúcar no-PTS
-
Exclusión del Inductor
PEP
 
Fig. 1. 2.: Esquema de la represión catabólica mediada por HPr/CcpA y de la exclusión del 
inductor en Gram-positivos. 
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La represión catabólica es un fenómeno por el cual la presencia de fuentes de carbono 
fácilmente asimilables en el medio de cultivo inhibe la síntesis de enzimas implicados en la 
utilización de otras fuentes de carbono. Cuando azúcares de fácil asimilación, como la glucosa, 
están siendo transportados al interior celular a gran velocidad, la reacción P-His-HPr + glucosa -
--permeasa EII del PTS--> HPr + glucosa-6P se desplaza hacia la derecha, aumentándo la cantidad de 
HPr sin fosforilar en el interior celular. Únicamente esta forma de HPr es sustrato del enzima 
HPr quinasa, que, además, está siendo activada por los altos niveles de fructosa-1,6-bisfosfato 
(FBP) existes en la célula y formados a partir de la glucosa vía glucólisis. Es entonces cuando 
tiene lugar la siguiente reacción: HPr + ATP ---HPr quinasa--> P-Ser-HPr + ADP, con la que se 
inicia el mecanismo de represión catabólica (Fig. 1. 2.). 
La represión tiene lugar a nivel de la trascripción génica ya que P-Ser-HPr actúa como 
correpresor de la proteína CcpA (catabolite control protein A), miembro de la familia LacI-GalR 
de represores-activadores transcripcionales (Henkin et al., 1991). El complejo formado por 
CcpA y P-Ser-HPr se une a una secuencia conservada del ADN llamada cre (catabolite response 
element), que se suele localizar solapando las zonas promotoras de los genes y operones 
reprimidos por catabolito. cre es una secuencia palindrómica de 14 pb cuyo consenso es 
WGNAASCGNWWNCA, donde S es G o C , W es A o T y N cualquier nucleótido (Hueck et 
al., 1994). La presencia del complejo CcpA/P-Ser-HPr unido a la zona cre impide o activa el 
inicio de la transcripción dependiendo de si la secuencia cre está localizada por encima o por 
debajo de la zona promotora (Hueck et al., 1994). Algunas veces el sitio cre se localiza dentro 
de la ORF. Entonces, el mecanismo de represión catabólica interfiere en la elongación de la 
transcripción (Hueck y Hillen, 1995). Existen cofactores capaces de mejorar la afinidad del 
complejo P-Ser-HPr /CcpA por el sitio cre como son la FBP o NADP (Kim et al., 1998). 
 
2.3.- La exclusión del inductor 
Además del mecanismo de represión/activación catabólica, P-Ser-HPr se asocia con el 
fenómeno llamado exclusión del inductor por el cual, P-Ser-HPr interacciona con permeasas de 
azúcares produciendo una reducción del transporte a través de las mismas cuando existen 
sustratos preferentes en el medio. Los estudios que relacionan la P-Ser-HPr con la exclusión del 
inductor han sido realizados in vitro con vesículas de L. brevis y HPr mutante de B. subtilis 
poseyendo una sustitución del aminoácido serina 46 por aspártico, situación que simula una 
fosforilación constitutiva del residuo Ser-46. La HPr mutante interacciona con las permeasas 
no-PTS específicas para el transporte de glucosa y de lactosa inhibiendo la entrada de los 
azúcares (Ye y Saier, 1995).  
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2.4.- La expulsión del inductor 
La expulsión del inductor es un fenómeno por el cual los azúcares de rápida asimilación 
causan la desfosforilación y eflujo de azúcares fosfato acumulados en el interior celular 
(Thompson y Saier 1981; Cook et al., 1995). Este proceso es dependiente de ATP y requiere dos 
pasos: la desfosforilación del carbohidrato fosforilado  y su expulsión al exterior celular. La 
expulsión podría ocurrir a través de transportadores EII de la familia PTS o por permeasas 
especializados en esta función. En cuanto al mecanismo de desfosforilación, se han 
caracterizado hexosas-fosfato fosfohidrolasas en algunas especies de Gram-positivos que 
podrían ser las responsables de este proceso y que están ausentes en las bacterias en las que no 
existe el fenómeno de expulsión del inductor como: Staphylococcus aureus, Streptococcus 
mutans, Streptococcus salivarius o Bacillis subtilis (Saier et al., 1996).  
Experimentos in vitro llevados a cabo con vesículas de L. lactis y L. brevis sugirieron 
que P-Ser-HPr estaba implicada en la expulsión del inductor de azúcares no-metabolizables 
homólogos a azúcares PTS como el metil-β-D-tiogalactósido (TMG) o la 2-deoxi-D-glucosa (2- 
DG) (Saier et al., 1996; Ye et al., 1994). Sin embargo, experimentos in vivo con mutantes 
ptsH1(S46A) (mutante construido en este trabajo doctoral y que se describirá en este capítulo) y 
hprK de L. casei, incapaces de formar P-Ser-HPr, demostraron que P-Ser-HPr no es necesaria 
para la expulsión del inductor en ese microorganismo (Dossonnet et al.  2000). En mutantes 
similares de L. lactis, la expulsión de 2-DG ocurría a la misma tasa que en la cepa silvestre, 
aunque la expulsión del TMG era un poco más lenta (Monedero et al. 2001). Esto hace suponer 
que aunque P-Ser-HPr no es esencial para el fenómeno de expulsión del inductor, en algunos 
casos, como en la expulsión del TMG puede jugar un papel de regulación indirecto . 
 
3.- Otros elementos relacionados con la RC/AC en B. subtilis 
 
3.1.- Crh, un análogo de HPr 
En B. subtilis existe una proteína análoga a HPr llamada Crh (catabolite repression HPr) 
(Galinier et al., 1997). En esta proteína, la His-15 catalítica ha sido reemplazada por un residuo 
de glutamina, pero mantiene el residuo de Ser-46. Como consecuencia, Crh no es funcional 
dentro del sistema de transporte PTS por no poder ser fosforilada por el PEP y la enzima I pero 
sí que participa en la RC por ser fosforilada por la enzima HPrK/P en el residuo Ser-46. La 
forma P-Ser-Crh está implicada en los fenómenos de represión y activación catabólica como P-
Ser-HPr. Es por ello que en el mutante ptsH1 muchos genes no son liberados, o sólo 
parcialmente, de los fenómenos de RC/AC. Esta represión o activación residual observada en 
los mutantes ptsH1 desaparece totalmente cuando se realiza una mutación de crh o cuando se 
crea la mutación puntual crh1 (sustitución de la Ser-46 por alanina). Al igual que P-Ser-HPr, P-
35 
Capítulo I 
Ser-Crh parece actuar conjuntamente con CcpA permitiendo la unión del represor a las 
secuencias cre (Galinier et al., 1999). 
 
3.2.- CcpB y CcpC, otros elementos implicados en la RC. 
En B. subtilis existe un gen llamado ccpB que codifica una proteína con un 30% de 
homología a CcpA y que posee el motivo amino terminal hélice-vuelta-hélice de unión a ADN 
como lo posee CcpA. Un mutante ccpB mostró perdida parcial de la represión catabólica 
producida por la glucosa, el manitol o la sacarosa sobre los operones regulados por catabolito de 
utilización de gluconato (gnt) o de xilosa (xyl). La intensidad de la represión debida a CcpA o a 
CcpB depende de las condiciones de crecimiento. En medio sólido o en medio líquido con poca 
agitación, tanto CcpA como CcpB actúan en la RC. Sin embargo, cuando las células se crecen 
en medio líquido con mucha agitación, únicamente CcpA media en la RC. El mecanismo de 
represión producido por CcpB parece ser dependiente de la presencia de P-Ser-HPr (Chauvaux 
et al., 1998). 
CcpC es otra proteína que también participa en la represión catabólica de B. subtilis. 
Este regulador, que no se une a la zona cre como CcpA y CcpB, participa en la RC y en la 
represión anaeróbica de genes como citB, que codifica el enzima aconitasa del ciclo del Krebs o 
del gen que codifica la citrato sintasa (Jourlin-Castelli et al., 2000) 
 
4.- Regulación catabólica mediada por el PTS en Gram-negativos 
El mecanismo de represión catabólica propuesto para bacterias Gram-negativas es 
bastante diferente al descrito para Gram-positivos. La mayor diferencia estriba en que en las 
bacterias Gram-negativas, el AMPc juega un papel esencial en la regulación de la expresión 
génica. La homología entre ambos mecanismos radica en que dependen del estado de 
fosforilación de alguno de los componentes del PTS. En Gram-negativos la forma fosforilada de 
EIIAGluc, en vez de la P-Ser-HPr, es la que regula la represión catabólica, el fenómeno de 
exclusión de inductor y la expulsión del inductor.  
Así, en E. coli, el organismo modelo de Gram-negativos, en ausencia de glucosa, se 
acumula la forma fosforilada de la proteína EIIAGluc (P-EIIAGluc) que es capaz de interaccionar 
con la enzima adenilato-ciclasa promoviendo la formación de AMPc (Bostford y Harman, 1992; 
Saier y Reizer, 1994). El activador transcripcional CRP (cAMP receptor protein) unido al 
AMPc, interacciona con los promotores de ciertos operones catabólicos permitiendo el 
acoplamiento entre la expresión de éstos y la presencia de glucosa en el medio (Fig. 1.3.) (Kolb 
et al., 1993). En este caso, el mecanismo de represión catabólica sería de control positivo ya que 
es necesaria la unión del complejo CRP-AMPc para activar la transcripción de los genes 
reprimidos (Bostford y Harman, 1992; Postma et al., 1993). Además, CRP puede actuar sobre 
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algunos promotores coordinadamente con otros reguladores transcripcionales generales como 
FNR (que responde al estado red-ox de la célula) integrando así varias señales (Sawers et al., 
1997).  
Por otro lado, cuando la célula está transportando glucosa se produce la acumulación de 
la forma no fosforilada de EIIAGluc. Esta proteína media el fenómeno de exclusión del inductor 
interaccionando con permeasas de transporte de otras fuentes de carbono inhibiendo su entrada 
en la celula (Saier, 1989). Esto hace que las fuentes alternativas de carbono permanezcan en el 
exterior celular evitando que los operones catabólicos correspondientes se induzcan (Kimata et 
al., 1997). 
 
EI-P
EI
HPr-P
HPr
EIIAglu-P
EIIAglu
piruvato
PEP
glucosa
membrana EXTERIOR
CELULAR
AC
ATP
AMPc
(+)
Activación transcripcional
FBP glucosa -P
CRP CRP
Activación transcripcional Represión transcripcional
Glucólisis
(-) (-) azúcarazúcar-P permeasa
+
AMPc
(-)
EIICEI BC
Cra Cra
-35 -35
 
Fig. 1.3.- Modelo general de la regulación de la expresión génica por el PTS en Gram-negativos.  
 
Otra proteína importante en la regulación del metabolismo en Gram-negativos es Cra 
(Catabolite repressor/activator protein), que modula la transcripción de un gran número de 
genes relacionados con el metabolismo central del carbono, actuando como activador o represor 
(Saier, 1996). La proteína Cra es un regulador transcripcional de la familia LacI/GalR y, al igual 
que CcpA de Gram-positivos, posee un dominio N-terminal de unión al ADN del tipo hélice-
vuelta-hélice (Saier y Ramseier, 1996). Los miembros de esta familia de proteínas son capaces 
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de unir carbohidratos como moléculas efectoras. En este caso es el intermediario glucolítico 
fructosa-1,6-bisfosfato el que al unirse a Cra evita la unión del regulador a su secuencia diana 
del ADN (Ramseier et al., 1993). Así, los genes glucolíticos son reprimidos por Cra al unirse a 
sus promotores en ausencia de carbohidratos y son activados cuando la presencia de FBP 
impide la unión de Cra. Por el contrario, los genes del ciclo de Krebs o de la gluconeogénesis 
son activados por la unión de Cra en ausencia de FBP y reprimidos cuando el regulador no está 
unido a la zona promotora. El que la proteína Cra active o inhiba la expresión génica se debe a 
la posición de la secuencia consenso de unión respecto a la zona promotora. Los promotores 
activados unen Cra en su zona 5’, mientras que los reprimidos unen el regulador en la zona 3’ 
(Fig. 1.3.) (Ramseier et al., 1993). 
 
4.1.- Proteínas parálogas del PTS en bacterias Gram-negativas 
Así como en el análisis de la totalidad del genoma de B. subtilis solo se ha encontrado 
una Enzima I y dos proteínas con dominio similar a HPr: HPr y Crh, en E. coli existen cuatro 
proteínas homólogas a HPr y cuatro homólogas a la enzima I. Estos elementos pertenecen a 
diversos sistemas de transforilación y pueden ser transductores de señales diferentes al 
transporte de azúcares y mecanismos de regulación relacionados con los mismos. 
Las proteínas homólogas a EI descritas son:  
-la enzima INitrógeno (EINtr) codificada por el gen ptsP. Este gen junto a los genes rpoN, 
ptsN y ptsO del operón rpoN, que codifican el factor σ54, EIIANtr y NPr, respectivamente, 
completan la cadena de transfosforilación del PTS y regulación de la metabolización del 
nitrógeno (Powel et al., 1995; Rabus et al., 1999; Cases I., 1998).  
- la enzima IAni que está codificada por el gen ptsA dentro del grupo de genes frw que 
codifican proteínas PTS y del metabolismo anaeróbico de carbohidratos (Reizer et al., 1995). 
-proteína ADI, codificada por el gen ptsD que forma parte del operón de la utilización 
de la dihidroxiacetona. Esta proteína posee tres dominios con funciones diferentes (Reizer et al., 
1995). 
- Proteína de transferencia de trifosfato (TTP). Esta proteína posee tres dominios: el 
amino terminal posee similitud a HPr y se denomina TPr, el dominio carboxi-terminal es similar 
a IIAfru y es el dominio central, que une los dos anteriores, el que posee homología con la 
enzima I.  
Las proteínas homólogas a HPr descritas son: 
- NPr codificada en el gen ptsO. Esta proteína es fosforilada por EINtr. 
- La proteína de transferencia de difosfato (DTP) posee tres dominios. El carboxi 
terminal presenta homología con la proteína HPr mientras que el dominio amino terminal es 
similar a IIAfru. El dominio central es de función desconocida.  
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-dominio DPr que se encuentra constituyendo la proteína ADI  
-dominio TPr de la proteína TTP 
Como se aprecia, en Gram-negativos, a lo largo de la evolución existe una tendencia 
hala la fusión de varios genes en uno único que codifica una proteína con varios dominios. 
  
5.- Estudio de la RC en L. casei 
El estudio de los elementos que participan en la ruta transducción de señal PTS/CcpA 
en L. casei se inició hace unos años. Así, el gen ccpA de L. casei, que codifica el regulador 
central del catabolismo CcpA, ha sido clonado y secuenciado. Este gen es monocistrónico y, 
como sus homólogos en otras bacterias, la proteían CcpA de L. casei posee una zona muy 
conservada en el extremo N-terminal donde se encuentra el dominio hélice-vuelta-hélice de 
unión a ADN. En un mutante ccpA, que portaba una copia truncada del gen, desapareció o 
disminuyó la represión producida sobre actividades enzimáticas reprimidas por catabolito en la 
cepa silvestre, como la N-acetilglucosaminidasa o la fosfo-β-galactosidasa. Así mismo, 
utilizando la región promotora del operón lac de L. casei, que posee una secuencia cre y que 
está sujeto a represión catabólica, se estudiaron los detalles del comportamiento de CcpA. Se 
vio que una delección en el sitio cre o la mutación ccpA hacía desaparecer la represión 
catabólica de una fusión lacp::gusA (Monedero et al., 1997). Se puso así en evidencia que CcpA 
participa en la RC en L. casei y lo hace a través de la unión al sitio cre de los genes que regula. 
 El gen que codifica el enzima HPr quinasa/fosfatasa (HPrK/P), hprK, de L. casei, 
también ha sido recientemente clonado y secuenciado. La proteína recombinante HPrK/P 
purificada cataliza la fosforilación de HPr en el residuo Ser-46 así como la desfosforilación de 
la forma P-Ser-HPr, mientras que un mutante con una copia truncada del gen hprK no posee 
ninguna de las dos actividades. Se ha demostrado, por tanto, que HPrK/P es un enzima 
bifuncional. Así mismo, se dispone de la estructura tridimensional de HPrK/P de L. casei y se 
ha comenzado su análisis funcional mediante el aislamiento de mutantes puntuales afectados en 
la función fosfatasa. La estructura tridimensional de HPrK/P revela que se trata de una nueva 
familia de proteínas quinasas con homología estructural a adenilato quinasas (Monedero et al., 
2001; Fieulaine et al., 2001).  
Las actividades opuestas que posee este enzima están reguladas por FBP, que estimula 
la fosforilación, y por fosfato inorgánico, que estimula la actividad fosfatasa sobre P-Ser-HPr. 
Los metabolitos que activan la fosfatasa o la quinasa son indicadores celulares de la 
disponibilidad o falta de carbono intracelular, respectivamente. Esto permite a la célula 
modificar su comportamiento para asegurar un óptimo crecimiento gracias al correcto 
aprovechamiento de los nutrientes. Cuando hprK fue inactivado, el efecto de represión en los 
enzimas sujetos a represión por catabolito, como la N-acetil-glucosaminidasa, desapareció, y la 
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parada del crecimiento observada durante el crecimiento diaúxico de la cepa silvestre en medio 
que contenía glucosa más lactosa o maltosa, estaba drásticamente disminuida. La exclusión del 
inductor producida sobre el transporte de maltosa en presencia de glucosa desapareció en el 
mutante hprK de L. casei, confirmando de manera indirecta el papel que podría tener la P-Ser-
HPr en este proceso (Dossonnet et al., 2000).  
Para completar el estudio de los elementos relacionados con el PTS y comprobar si el 
mecanismo de represión catabólica asociado a P-Ser-HPr/CcpA es operativo en L. casei, 
decidimos clonar los genes ptsH, que codifica HPr y ptsI, que codifica el enzima I. Estos genes 
han sido clonados en muchas bacterias tanto Gram-negativas como Gram-positivas y forman 
parte del operón ptsHI, excepto en algunos microorganismo como Mycoplasma capricolum o 
Streptomyces coelicolor donde ambos genes son monocistrónicos (Zhu et al., 1993; Zhu et al., 
1994; Parche et al., 1999; Butler et al., 1999). La transcripción del operón comienza en un 
promotor situado en la región 5’ respecto a ptsH. En la mayoría de microorganismos se 
transcribe en dos ARNm, uno que cubre ptsH y otro mayor que incluye ptsHI. La existencia de 
un ARNm específico para ptsH se explica por la presencia de un terminador de la transcripción 
rho-independiente entre los dos genes (Gagnon et al., 1995; Stentz et al., 1997).  
La clonación del gen ptsH nos permitiría construir mutaciones puntuales en ptsH para 
poder demostrar por primera vez, in vivo, el papel de P-Ser-HPr en el fenómeno de exclusión 
del inductor. 
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RESULTADOS  
 
1. - Clonación del operón ptsHI de L. casei  
La proteína HPr de L. casei fue purificada en el laboratorio del Dr. Josef Deutcher 
(INA-PG, Francia). Por degradación automática de Edman se determinaron los primeros 
veintiún aminoácidos. La secuencia obtenida, M-E-K-R-E-F-N-I-I-A-E-T-G-I-H-A-R-P-A-T-L, 
poseía gran similitud con los extremos N- terminales de las proteínas HPr de otras bacterias, 
sobre todo alrededor del centro activo His-15, el lugar de fosforilación dependiente de PEP. 
Para amplificar por PCR la secuencia genómica  que codifica esta proteína (ptsH), así 
como el gen ptsI, que en Gram-positivos suele formar parte del mismo operón, se sintetizaron 
oligonucleótidos cebadores degenerados. La secuencia nucleotídica de estos cebadores se diseñó 
basándose en la secuencia aminoacídica obtenida del extremo N-terminal de HPr así como en 
zonas de homología conservada detectadas al realizar alineamientos de las distintas proteínas 
enzima I en bases de datos. 
Dos combinaciones de oligonucleótidos (PTSH2-PTSI3 y PTSH2-PTSI4) amplificaron 
fragmentos del tamaño esperado, 1.6 Kb y 0.3 Kb, respectivamente. La secuencia de estos 
fragmentos reveló homología con operones ptsHI. Ambos fragmentos comenzaban en el 
extremo 5’ de ptsH y se extendían hasta la región de ptsI que codificaba la secuencia del 
segundo cebador. La mayor de las bandas fue clonada en un vector pUC18 dando lugar al 
plásmido llamado pVBH2-I3 (Fig. 1.4.) a partir del cual, por digestión con el enzima de 
restricción EcoRI, se obtuvo un fragmento de 865 pb que comprendía una zona interna del gen 
ptsI. El fragmento fue subclonado en el vector suicida pRV300 (Leloup et al., 1997) dando 
lugar al plásmido pVBE800. Este plásmido fue usado para transformar la cepa silvestre de L. 
casei e inactivar el gen ptsI por medio de una recombinación de tipo Campbell (Fig. 1. Mat y 
Met). La correcta integración del plásmido dentro del operón ptsHI (ptsI::pVB800) fue 
verificada por PCR y por análisis Southern. El estudio fenotípico de la mutación se realizó con 
uno de los clones obtenidos, al que se le llamó BL124.      
A diferencia de la cepa silvestre, la cepa BL124 (ptsI::pVB800) no fue capaz de 
fermentar fructosa, lactosa, manitol, manosa, sorbosa, sorbitol, amigdalina, arbutina, salicina, 
celobiosa, tagatosa, trealosa y turanosa (azúcares transportados por el sistema PTS), aunque sí 
que continuó fermentando ribosa, galactosa, glucosa, N-acetilglucosamina, esculina, maltosa y 
gluconato. Esto sugiere que, para este segundo grupo de azúcares, existen sistemas de transporte 
independientes del PTS posiblemente a través de permeasas dependientes de H+ o 
transportadores del tipo ABC y confirma la funcionalidad de los genes clonados en el sistema 
PTS. 
 
 
41 
Capítulo I 
ACCATTATCGATCAGTTGATTCTCGTTAATATAGGCGCCAAATCTGATGTGGCGC TTGTGACAAGCTTCAAAAAATGGTAAGGTTTACATGAATTGTTTT
GGGTACGAATGCGCACACAAACTATTCGGAAAAAAACTAGAAATCTAGTTAATACG AAGGAGCAGATCAGTCATGGAAAAACGCGAATTTAATATTATTG
M  E  K  R  E  F  N  I  I  A
CAGAAACCGGGATCCACGCACGTCCGGCAACCTTGTTGGTACAGGCAGCAAGCAAGTTCAACTCAGATATCAACTTGGAATACAAGGGTAAGAGCGTTAA
E  T  G  I  H  A  R  P  A  T  L  L  V  Q  A  A  S  K  F  N  S D  I  N  L  E  Y  K  G  K  S  V  N
CTTGAAGTCTATCATGGGCGTCATGAGTTTGGGTGTTGGCCAAGGTGCCGATGTTACCATTTCTGCTGAAGGTGCAGACGAGGCTGATGCTATCGCTGCT
L  K  S  I  M  G  V  M  S  L  G  V  G  Q  G  A  D  V  T  I  S  A  E  G  A  D  E  A  D  A  I  A  A
A  T
T
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Fig. 1.4.- Representación esquemática del fragmento de secuencia cromosomal de L. 
casei que contiene el operón ptsHI. Están incluidas las tres ORFs detectadas en el fragmento, el 
promotor y el terminador ptsHI así como varios sitios de restricción importantes. Debajo del 
esquema se muestran 400 pb de ADN que incluyen, el promotor ptsHI, el sitio de unión a 
ribosomas (ambos subrayados), el sitio de inicio de la transcripción mapeado por “primer 
extension” (marcado con un asterisco) y casi todo el gen ptsH. La flecha nos indica la posición 
del oligonucleótido usado en el experimento de “primer extension”. Los residuos fosforilables de 
HPr, His-15 y Ser-46 están enmarcados. Las sustituciones aminoacídicas realizadas en HPr y 
codificadas por los tres alelos de HPr están escritas bajo las posiciones Ser-46 e Ile-47 de la 
secuencia silvestre de la proteína. Por encima del esquema se muestra una representación de los 
fragmentos iniciales de PCR aislados H2-I4 y H2-I3 (flanqueados por flechas) y el fragmento 
EcoRI de 865 pb que fue llamado E800 y subclonado en el plásmido pRV300. También se 
muestra un esquema de los insertos portados por los plásmidos pVBH1 y pVBS1 que nos 
permitieron obtener las regiones flanqueantes al operón ptsHI  
 
Por medio de Southern blot, se realizó un análisis de restricción de la región ptsHI con 
ADN aislado de BL124 con el fin de identificar los enzimas de restricción que nos permitirían 
clonar los genes ptsH y ptsI junto con las zonas flanqueantes. La digestión del ADN 
cromosómico de BL124 con SacI y la ligación de los fragmentos obtenidos, nos permitió, tras 
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transformación en E. coli, obtener el plásmido pVBS1 que llevaba consigo cerca de 9 Kb de las 
zonas flanqueantes al operón ptsHI. La secuenciación parcial de este inserto nos reveló que 
contenía la zona 3’ del gen ptsI así como la región cromosómica que se extiende a continuación 
de éste. El mismo experimento fue realizado con el enzima HindIII y nos permitió aislar el 
plásmido pVBH1, conteniendo 2.4 Kb que comprendían el gen ptsH completo con parte de su 
secuencia promotora y la zona 5’del gen ptsI. La secuencia completa del promotor ptsHI fue 
obtenida posteriormente por PCR reverso usando el enzima PstI. En total, un fragmento 
continuo de 4150 pb fue secuenciado y depositado en la base de datos GeneBank con el número 
AF159589. El fragmento contenía la secuencia completa de los genes ptsH y ptsI así como una 
pauta de lectura abierta (ORF) situada en 3’ a  ptsI (Fig. 1.4.). Esta ORF poseía homología con 
las permeasas de azúcares XylE (Davis and Henderson, 1987) y GalP (Pao et al, 1998) de 
Escherichia coli.   
 
1.1.- Análisis de la secuencia génica y proteica 
El operón ptsHI está formado por los genes ptsH y ptsI que codifican la proteína HPr y 
el enzima I (EI) respectivamente. Estas proteínas muestran desde un 65% a un 85% de identidad 
con sus homólogos en Bacillus subtilis, Lactoccoccus lactis, Lactobacillus sakei, Streptococcus 
salivarius o Enterococcus faecalis.  
El promotor del operón ptsHI es similar a otras secuencias promotoras de organismos Gram-
positivos. Existe una posible zona -10, TAAGGT (nucleótidos desde -94 hasta -89), y una zona 
-35, TTGTGA (nucleótidos desde -117 hasta –112). Las secuencias -10 y -35 están separadas 
por 17 pb, que concuerda con el consenso de Gram-positivos que varía de 12 a 18 pb. Para 
identificar el punto de inicio de la transcripción del operón se realizó un análisis por “primer 
extension”. Se usó para ello el oligonucleótido PTS-P.E. y ARN aislado de L. casei crecido en 
MRS basal más  0.5% de glucosa o ribosa. Se encontró que el inicio de la transcripción estaba 
en el nucleótido de guanina (G) situado a 82 pb por delante del codón de inicio del gen ptsH 
(Fig. 1.4. y Fig. 1.5.), lo que confirmó que la secuencia antes identificada se correspondía con el 
promotor funcional de este operón. 
El gen ptsH comienza con un ATG, que posee un presunto sitio de unión a ribosomas -16 
AAGGAG, y termina con un codón de parada TAA. Solapando con este codón está el ATG de 
inicio del gen ptsI lo que nos sugiere un acoplamiento traduccional de ambos genes, con el sitio 
de unión a ribosomas de ptsI en la secuencia codificante de ptsH, lo que posibilitaría una 
síntesis coordinada de HPr y EI. ptsI termina con un codón de parada TAA y es seguido por una 
secuencia capaz de formar una estructura en horquilla con un oligo(dT) en su extremo 3’ no 
codificante, característica común de los terminadores de transcripción rho-independientes. El 
gen ptsH codifica una proteína de 88 aminoácidos cuyo peso molecular sería de 9,2 KDa. El 
alineamiento de la secuencia aminoacídica de HPr con las secuencias de las proteínas HPr de la 
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base de datos muestra gran conservación en los residuos próximos a la His-15 y a la Ser-46 
(Fig.1.6.). Como todas las proteínas HPr identificadas hasta la fecha, HPr de L. casei posee un 
residuo de histidina conservado en la posición 15 que ha sido identificado como el lugar de 
fosforilación dependiente de PEP por el enzima I (Postma et al., 1993). Un segundo sitio de 
fosforilación, el residuo serina 46 (Deutscher et al., 1986), se encuentra a su vez en todas las 
proteínas HPr de Gram-positivos, incluida la secuencia determinada para HPr de L. casei. Esta 
serina es el lugar de fosforilación dependiente de ATP que media en la represión catabólica al 
aumentar la afinidad de HPr por la proteína CcpA (Fujita y Miwa, 1994).  
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Fig 1.5.- Determinación del sitio de inicio de la transcripción de ptsHI. El ARN total fue 
aislado de células crecidas en glucosa o ribosa y se hibridó con el oligonucleótido específico 
PTS-P.E. marcado con 32P en su extremo 5’. El ADNc se sintetizó con transcriptasa reversa 
separándose, posteriormente, en un gel de poliacrilamida-urea junto con una reacción de 
secuencia realizada con el mismo oligonucleótido. El asterisco muestra la G de inicio de la 
transcripción. 
 
El gen ptsI codifica una proteína de 575 aminoácidos con un peso molecular calculado 
de 63 KDa. El alineamiento de la secuencia proteica del enzima I con sus homólogos, reveló la 
presencia de un residuo de histidina fosforilable conservado en la posición 191.  
Rodeando este residuo existe una región muy conservada que constituye el centro 
activo de la proteína. En Gram-positivos esta región posee la secuencia GGRTSHSAI, que 
podemos encontrar conservada en el Enzima I de L. casei (Kohlbrecher et al., 1992) (Fig. 
1.6.). 
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HPr 
 
 
L._casei       MEKRDFHVVADTGIHARPATLLVQTASKFNSDVNLEYKGKSVNLKSIMGVMSLGVGQGADVTISAEGADEADAINAIEETMKKEGLSE-
B._megaterium  MAQKTFTVTADSGIHARPATTLVQAASKFDSDINLEFNGKTVNLKSIMGVMSLGIQKGATITISAEGSDEADALAALEDTMSKEGLGE-
L._sakei       MEKRDFHVVADTGIHARPATLLVQTASKFNSDVNLEYKGKSVNLKSIMGVMSLGVGQGADVTISAEGADEADAINAIEETMKKEGLSE-
L._lactis      MASKEFHIVAETGIHARPATLLVQTASKFTSEITLEYKGKSVNLKSIMGVMSLGVGQGADVTISAEGADADDAIATIAETMTKEGLAE-
E._coli        MLNKTVEVRNSTGLHARPAACLAKAAKKYSCKVTLHYEGNDINATSMMNIMRAGIKGGKTVEIRCDGDDENEAIQTLTDLFRDRFGEAE
                             H                              S 
 
EnzimaI 
 
 
L._casei          1 -----MAEHLKGIAASDGIATAKAYLLVQPDLSFQKKTV--DDPSKEIDRLKQSLDQSNDELKVIRAKAAESLGEEEAQV 
B._stearoterm.    1 MGNAIREKTIHGIAASSGIAIAKAYRLETPDLAAEKRTV--ADVEAEIARLEAAVAKAKEELEAIKQHALEKLGEDKAAI 
L._sakei          1 ------MTKLRGIAASDGIATAKAYMLVQPDLSFSKSTI--SDSEKEINRLHKALQDSTSDLETIRKIAAESLGEEEAQV 
L._lactis         1 -----MTTMLKGIAASSGVAVAKAYLLVQPDLSFETKTI--ADTANEEARLDAALATSQSELQLIKDKAVTTLGEEAASV 
E._coli           1 --------MISGILASPGIAFGKALLLKEDEIVIDRKKISADQVDQEVERFLSGRAKASAQLETIKTKAGETFGEEKEAI 
 
 
L._casei         74 FDAHMMILADPDFTGQVETKIKDEKVNAEQALKEVSEFFIKTFEGMTDNPYMQERAADVRDVTKRIMAHLLGRNLPNPAL 
B._stearoterm.   79 FAAHLLVLDDPELLNPIKEKIQTERVNAEYALDETALFFISMFEAMDNE-YMKERAADIRDVTKRVLAHLLGVTISNPSL 
L._sakei         73 FDAHMMILADPEFTGAIEGKINDDKVNAEQALKEVADLFVATFESMTNNAYMQERAADIKDVTKRVLSHLLGVTLPNPAL 
L._lactis        74 FDAHMMVLADPDMTAQIKAVINDKKVNAESALKEVTDMFIGIFEGMTDNAYMQERAADIKDVTKRVLAHLLGVKLPSPAL 
E._coli          73 FEGHIMLLEDEELEQEIIALIKDKHMTADAAAHEVIEGQASALEELDDE-YLKERAADVRDIGKRLLRNILGLKIIDLSA 
 
 
L._casei        154 IDEEVVVVAHDLTPSDTAQLNKKYVKAFVTDIGGRTAHSAIMARSLEIPAVVGTDDITKKANNGDLISVDGLTGEVVVDP 
B._stearoterm.  158 ISEEVVIIAEDLTPSDTAQLNRQYVKGFATDIGGRTSHSAIMARSLEIPAVVGTKTVTAEVKNGDIVIVDGLDGQVIINP 
L._sakei        153 IDEEVIVIAHDLTPSDTAQLNGKFVKAFVTDVGGRTSHSAIMARSLEIPAIVGTETVTQDVKAGDLLIVDGINGDVVLDP 
L._lactis       154 IDEEVIIVAEDLTPSDTAQLDKKFVKAFVTNIGGRTSHSAIMARTLEIPAVLGTNNITELVSEGQLLAVSGLTGEVILDP 
E._coli         152 IQDEVILVAADLTPSETAQLNLKKVLGFITDAGGRTSHTSIMARSLELPAIVGTGSVTSQVKNDDYLILDAVNNQVYVNP 
                                                    GGRTSHSAI 
 
L._casei        234 TDDEVAKFKQDAEAFAKQKAEWALLKTAKSITADGKHFDVAANIGTPKDLDGVLANGAEGIGLYRTEFLYMDSAELPTED 
B._stearoterm.  238 SPELLAQYEQKRARYEAQKAEWAKLVHEATVTADGIHVELAANIGTPDDVKGALANGAEGIGLYRTEFLYMGRSELPTED 
L._sakei        233 TDADIAEYDVKAQAFADQKAEWEKLKNEKSVTKDGKTFTVAANIGTPKDLAGVLENGSEAIGLYRTEFLYMDSAELPSED 
L._lactis       234 STDQQSEFHKAGEAYAAQKAEWAALKDAETVTADGRHYELAANIGTPKDVEGVNDNGAEAIGLYRTEFLYMDAQDFPTED 
E._coli         232 TNEVIDKMRAVQEQVASEKAELAKLKDLPAITLDGHQVEVCANIGTVRDVEGAERNGAEGVGLYRTEFLFMDRDALPTEE 
 
 
L._casei        314 DQFEAYKKVVETMSPKPVVVRTMDIGGDKHLPYLPLPEEQNPFLGYRAIRISLDR--QDIFRTQLRALLRASAFGNLRIM 
B._stearoterm.  318 EQFVAYKTVLEQMNGKPVVVRTLDIGGDKELPYLQLPKEMNPFLGFRAIRLCLEM--QDMFRTQLRALLRASVYGNLKIM 
L._sakei        313 DQFEAYKSVLEGMDGKPVVVRTMDIGGDKKLPYLPLPEEMNPFLGYRAIRISLDR--DDIFRTQLRALLRASNYGKLRIM 
L._lactis       314 DQYEAYKAVLEGMNGKPVVVRTMDIGGDKTLPYFDLPKEMNPFLGWRALRISLSTAGDGMFRTQLRALLRASVHGQLRIM 
E._coli         312 EQFAAYKAVAEACGSQAVIVRTMDIGGDKELPYMNFPKEENPFLGWRAIRIAMDR--REILRDQLRAILRASAFGKLRIM 
 
 
L._casei        392 FPMIATIAEFKQARQIFTEEKDKLVKDGVKVSDDIQLGIMIEIPAAAVLADQFAKYVDFFSIGTNDLIQYSMAADRGNEH 
B._stearoterm.  396 FPMIATLDEFRQAKAILLEEKEALLRQGVAVADGIEVGMMVEIPAAAVMADQFAKEVDFFSIGTNDLIQYTMAADRMNER 
L._sakei        391 FPMIATVAEFRQAKGILEDEKAKLIAAGQTVSDDLQVGMMVEIPASAVLANQFAKEVDFFSIGTNDLIQYTMAADRMNER 
L._lactis       394 FPMVALVTEFRAAKKIYDEEKAKLIAEGVPVADGIEVGIMIEIPAAAMLADQFAKEVDFFSIGTNDLIQYTMAADRMNEQ 
E._coli         390 FPMIISVEEVRALRKEIEIYKQELRDEGKAFDESIEIGVMVETPAAATIARHLAKEVDFFSIGTNDLTQYTLAVDRGNDM 
 
 
L._casei        472 VSYLYQPYNPSILRLIKHVIDSAHKEGKWAGMCGEAAGDPIMVPLLLGMGLDEYSMSATSVLKVRSLMKKLSTADMAKMD 
B._stearoterm.  476 VAYLYQPYNPAILRLISHVIDAAHREGKWVGMCGEMAGDPIAIPILLALGLDEFSMSATSILPARAQLKKLAKEEAARIK 
L._sakei        471 VSYLYQPYNPAILRLIKNVIDASHKEGKWTGMCGEAAGDSIMAPLLVGMGLDEFSMSATSVLRVRSLMKRLDTTELTDLV 
L._lactis       474 VSYLYQPYNPSILRLINNVIKAAHAEGKWAGMCGEMAGDQTAVPLLMGMGLDEFSMSATSVLQTRSLMKRLDSKKMEELS 
E._coli         470 ISHLYQPMSPSVLNLIKQVIDASHAEGKWTGMCGELAGDERATLLLLGMGLDEFSMSAISIPRIKKIIRNTNFEDAKVLA 
 
 
L._casei        552 EIALNQNITNDENADLVKKTTGQK--- 
B._stearoterm.  556 ETVLSLGTAEEVVSFVKRTFSLA---- 
L._sakei        551 ETAVNVNTSNEENQKLVEDFMKDR--- 
L._lactis       554 SKALSECATMEEVIALVEEYTK----- 
E._coli         550 EQALAQP-TTDELMTLVNKFIEEKTIC 
 
 
 
Fig. 1.6.- Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de las proteínas HPr y EI de distintos 
microorganismos. Para HPr se muestran en negrita los residuos fosforilables His-15 y Ser-46. En el 
Enzima I se muestra la región donde se encuentra el centro activo con el residuo fosforilable His-191.   
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1.2.- Análisis transcripcional del operón ptsHI de L. casei 
Para determinar el tamaño del transcrito ptsHI así como la posible regulación de este 
operón por fuentes de carbono, se realizó un análisis Northern con ARN aislado tanto de la cepa 
silvestre BL23 como de los mutantes BL30 (man) (Veyrat et al., 1994), afectado en el transporte 
de glucosa por el PTS, BL71 (ccpA) (Monedero et al., 1997), mutante en el regulador que media 
la represión catabólica en L. casei, y del doble mutante BL72 (man ccpA) (Gosalbes et al., 1997) 
crecidos en medio MRS basal conteniendo glucosa, lactosa o ribosa. Los experimentos de 
hibridación fueron llevados a cabo con sondas especificas para ptsH y para ptsI. Con ambas 
sondas se obtuvo una única banda de unas 2.1 Kb, en concordancia con el tamaño esperado para 
un mensajero que cubriera los genes ptsH y ptsI.  
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Fig. 1.7.- Northern blot que nos muestra las bandas de hibridación obtenidas con una 
sonda específica de ptsH. Los experimentos fueron llevados a cabo con ARN aislado de L. casei 
BL23 (cepa silvestre), BL30 (mutante man), BL71 (mutante ccpA) y BL72 (doble mutante man 
ccpA). Para cada cepa el ARN fue extraído de cultivos crecidos en glucosa (G), lactosa (L) y 
ribosa (R). Las flechas en la parte izquierda de la figura indican la posición de las dos bandas del 
patrón de ARN (valor numérico del peso molecular en kb) más próximas al mensajero ptsHI 
cuyo tamaño estimado se indica en la parte derecha de la figura en kb. El histograma de la parte 
de abajo muestra la media relativa de la intensidad de las bandas y el error de diferentes 
experimentos. La media relativa de las intensidades fue calculada como el área del pico de las 
bandas observadas en la película fotográfica después de la hibridación dividido por el área del 
pico del ARN ribosomal 23S.  
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Esto confirmó que ambos genes están organizados en un operón, que se transcriben 
juntos y que la transcripción termina en la estructura de horquilla que se encuentra en el extremo 
3’ del gen ptsI. Contrariamente a otras especies de bacterias Gram-positivas, no se detectó 
ningún transcrito específico de ptsH (Gagnon et al., 1995; Stenz et al., 1997; De Reuse y 
Danchin, 1998). Medidas densitométricas de las bandas obtenidas tras la hibridación del ARN 
de las diferentes cepas crecidas en los distintos azúcares, reveló que la expresión del operón 
ptsHI está moderadamente inducida por glucosa en la cepa salvaje y en el mutante ccpA 
mientras que este efecto es menos pronunciado en las cepas que portan la mutación man. En 
todas las cepas, la expresión en ribosa es muy baja mientras que los niveles de expresión 
alcanzados en lactosa son similares a los de glucosa. Esto sugiere que la transcripción del 
operón requiere de un PTS activo para ser inducido. CcpA parece no estar implicado en la 
regulación de la expresión del operón ptsHI, sin embargo sí que pudimos comprobar que el 
transporte de glucosa por PTS induce su expresión (Fig. 1.7.). 
 
2.- Construcción de mutantes ptsH con sustituciones en las posiciones Ser-46  
o Ile-47 
Para estudiar la importancia de la fosforilación de HPr en el residuo Ser-46 en la 
represión catabólica, el crecimiento diáuxico y la exclusión del inductor, se trató de construir 
cuatro mutantes HPr en los cuales un cambio en el aminoácido Ser-46 o Ile-47 pretendía 
mimetizar diferentes grados de fosforilación o desfosforilación de HPr. Las mutaciones 
puntuales que nos propusimos realizar fueron: Ser-46−Ala, Ser-46−Thr, Ile-47−Thr y Ser-
46−Asp. Las tres primeras sustituciones mimetizarían desfosforilación de la Ser-46 con distintos 
matices. La mutación Ser-46−Asp simularía una fosforilación permanente, lo que podría dar 
lugar a una represión catabólica constitutiva. 
Para poder construir mutantes cromosómicos puntuales en ptsH por doble 
entrecruzamiento, primero intentamos obtener un mutante ptsI que poseyera una mutación tipo 
desplazamiento de la pauta de lectura o “frameshift”. Con este propósito, el plásmido pVBH1 
fue parcialmente digerido con EcoRI, se realizaron extremos romos y fue posteriormente 
religado y usado para transformar E. coli DH5α. De uno de los transformantes se obtuvo el 
plásmido pVBR10, que llevaba la mutación deseada (inserción de cuatro pares de bases 
adicionales) en el sitio EcoRI situado en el nucleótido 327 del gen ptsI, tal y como se confirmó 
por análisis de restricción y secuenciación del ADN. El plásmido pVBR10 fue posteriormente 
usado para transformar L. casei BL23. Un recombinante resistente a eritromicina, con fenotipo 
ptsI+ resultante de una recombinación de tipo Campbell fue aislado. A partir de esta cepa y por 
medio de una segunda recombinación, se pudo obtener el mutante puntual ptsI1 (BL126). 
BL126 era una cepa eritromicina sensible que exhibía un patrón de fermentación idéntico al 
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mutante ptsI::pVBE800, BL124. En este mutante, no se detectó transcrito ptsHI por análisis 
Northern ni con la sonda ptsH ni con la sonda ptsI. Curiosamente, un análisis Western con 
anticuerpos contra HPr de B. subtilis, sí que detectó la presencia de proteína HPr en este 
mutante (Fig. 1.8.). En un gel nativo PAGE pueden ser separadas las diferentes formas de HPr: 
la forma nativa sin fosforilar, las simplemente fosforiladas P-His-HPr y P-Ser-HPr y la  forma 
doblemente fosforilada 2P-(His, Ser)-HPr. En el Western blot, las únicas formas de HPr 
encontradas para el mutante BL126 fueron la forma nativa y la simple fosforilada P-Ser-HPr, en 
proporción mucho menor, ya que la mutación ptsI impide la síntesis del enzima I y sin ella no se 
puede dar la fosforilación en el residuo His-15 del HPr. La detección de la proteína por Western 
blot pero la ausencia del ARN mensajero en el análisis Northern podría ser debido a la baja 
estabilidad del ARNm ptsHI procesado por el corrimiento de fase en el gen ptsI.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
- + - + - +
BL23 BL121 BL126
HPr
P-His-HPr
P-Ser-HPr
2P-(His, Ser)-HPr
 
Fig. 1.8.- Análisis Western con anticuerpos anti-HPr. Los extractos proteicos fueron 
obtenidos a partir de distintas cepas de L. casei: BL23 (cepa silvestre), BL121 (ptsH1) y BL126 
(ptsI1) crecidas en MRS glucosa. Para detectar las diferentes especies de HPr, manteniendo la 
fosforilación en los residuos fosforilables, el medio y el citosol de las células fue acidificado a 
pH 4.5 y los extractos proteicos fueron preparados con Acetato Na 20mM pH4.5 a 4ºC. Una 
fracción de cada extracto celular fue calentado a 80ºC durante 10 min. y las fracciones sin tratar 
(-) y calentadas (+) fueron cargadas en un gel PAGE nativo al 15% para ser separadas por 
electroforesis. Las distintas especies de HPr fueron detectadas por inmunodetección.  
 
Las mutaciones puntuales en el gen ptsH (Ser-46 por alanina, por ácido aspártico o por 
treonina y Ile-47 por treonina) fueron introducidas por PCR, con los oligonucleótidos descritos 
en Materiales y Métodos, usando como molde el plásmido pVBH1. Los cuatro plásmidos 
resultantes, que poseían cada uno una mutación puntual, fueron llamados: pVBH2, pVBH3, 
pVBH4 y pVBH5 respectivamente y posteriormente utilizados para transformar el mutante ptsI 
de L. casei, BL126. Recombinantes resistentes a eritromicina fueron obtenidos con todos los 
plásmidos. Como se muestra en la Fig. 1.9., la primera recombinación tipo Campbell puede 
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darse por tres lugares diferentes: delante de la mutación ptsH, entre la mutación ptsH y la 
mutación ptsI y detrás de la mutación ptsI, dando lugar a un genotipo y a un fenotipo diferente 
en cada caso. Mientras que las dos primeras cepas son incapaces de utilizar la lactosa (un azúcar 
exclusivamente PTS), los recombinantes del tercer tipo son capaces de crecer muy despacio en 
este azúcar debido, posiblemente, a la transcripción de ptsI a partir de secuencias promotoras del 
fragmento plasmídico.  
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Fig 1.8.- Representación esquemática de las posibles recombinaciones que pudieron darse 
lugar durante la construcción de los mutantes ptsH a partir de la cepa BL126 (ptsI1) y los 
plásmidos pVBH que portaban los diferentes alelos ptsH.  
 
Un recombinante de tipo tres fue aislado, para cada una de las distintas mutaciones en el 
gen ptsH,  con el fin de obtener a partir de él la segunda recombinación. Otra vez podían darse 
tres posibilidades de entrecruzamiento produciéndose, bien la regeneración de la cepa original 
de partida BL126, bien la cepa silvestre BL23 o el genotipo deseado con la mutación en ptsH 
pero no en ptsI. Este último caso daría lugar a cepas con un PTS funcional (por no estar afectada 
la proteína HPr en el residuo His-15) capaces de crecer en sustratos PTS aunque de una manera 
un poco más lenta que la cepa salvaje, como ha sido descrito por varios autores (Deutscher et 
al., 1994; Eisermann et al., 1988; Reizer et al., 1989; Gauthier et al., 1997). Después de crecer 
las cepas unas 200 generaciones sin presión selectiva a fin de permitir una segunda 
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recombinación con la perdida del plásmido, se aislaron clones sensibles a eritromicina capaces 
de fermentar la lactosa. Dos tipos de recombinantes, con diferente velocidad de crecimiento en 
lactosa, fueron obtenidos para cada mutación. Los diferentes alelos de ptsH pertenecientes a 
clones con crecimiento lento y clones con crecimiento rápido fueron amplificados por PCR y 
posteriormente secuenciados. Para cada tipo de alelo ptsH, los clones de rápido crecimiento 
contenían el gen ptsH silvestre, mientras que los clones con crecimiento un poco más lento, 
portaban las mutaciones puntuales introducidas en el gen: Ser-46−Ala (ptsH1, BL121), Ser-
46−Thr (ptsH2, BL122) o Ile-47−Thr (ptsH3, BL123). Desafortunadamente no tuvimos éxito en 
la obtención de la cepa que debía contener la mutación Ser-46−Asp, aunque el gen ptsH de 
quince clones eritromicina-sensibles fue amplificado por PCR y secuenciado.  
Del mutante ptsH1, BL121, se realizó un análisis Western, del mismo modo que se hizo 
con el mutante BL126, para comprobar que únicamente se encontraba en la célula la forma 
nativa de HPr sin fosforlilar y la forma simplemente fosforilada P-His-HPr. Como se aprecia en 
la Fig. 1.8., en un análisis Western de este mutante no se detecta la presencia de P-Ser-HPr ni la 
forma doblemente fosforilada 2P-(His, Ser)-HPr. 
 
2.1.- Las mutaciones en ptsH afectan al crecimiento diáuxico y a la 
represión catabólica 
Para comprobar el efecto de las diferentes sustituciones aminoacídicas en HPr sobre la 
diauxia, el crecimiento de los distintos mutantes sobre un medio MRS basal suplementado con 
0.1% de glucosa y un 0.5% de lactosa fue comparado con la cepa silvestre y el mutante ccpA. 
Como anteriormente se había demostrado, la cepa silvestre de L. casei posee un crecimiento 
diáuxico con una parada de quince horas que separa la utilización del azúcar glucosa de la 
utilización de lactosa. En el mutante ccpA, la parada de crecimiento se reduce a cinco horas y en 
el mutante man es inexistente (Veyrat et al., 1994; Monedero et al., 1997). El crecimiento 
diáuxico observado en el mutante ptsH2 es muy similar al de la cepa silvestre. En cambio, la 
parada diaúxica en el mutante ptsH1 es únicamente de seis horas y en el mutante ptsH3, es un 
poco mayor que en  ptsH1 y menor que en la cepa silvestre (Fig. 1.10.). 
Una gradación similar se encontró cuando se midió la actividad N-acetil-
glucosaminidasa, que en L. casei está reprimida por glucosa (Monedero et al, 1997). Esta 
actividad es elevada en células de la cepa silvestre crecidas en ribosa, pero es reprimida unas 9 
veces por glucosa. En el mutante ccpA esta represión por glucosa desaparece totalmente, y lo 
mismo ocurre en el mutante ptsH1. La inhibición de la expresión de esta actividad por glucosa 
disminuye claramente en los otros dos mutantes ptsH: cerca de dos veces en el mutante ptsH3 y 
2.5 veces en el mutante ptsH2 (Fig. 1.11.). 
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Fig. 1.10.- Curvas de crecimiento de la cepa silvestre de L. casei, de los mutantes ptsH y del 
mutante ccpA en MRS basal con glucosa al 0.1% y lactosa 0.5%. Los símbolos representan: 
círculos negros, cepa silvestre BL23; cuadrados negros, mutante ccpA; círculos blancos, mutante 
ptsH1 BL121; triángulos negros, mutante ptsH2 BL122; triángulos blancos, mutante ptsH3 
BL123. 
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Fig. 1.11.- Efecto de las mutaciones ptsH en la actividad N-acetil-glucosaminidasa. La 
actividad se expresó en nmol de producto formado por min y por mg de peso seco y fue 
determinada en la cepa silvestre de L. casei BL23 (wt), el mutante ccpA y los mutantes ptsH 
BL121, BL122 y BL123, crecidos en MRS basal con glucosa o ribosa. 
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Estos dos experimentos nos indicaron, por lo tanto, que existe una perdida progresiva de 
represión catabólica en los diferentes mutantes: cepa silvestre < ptsH2 < ptsH3 < ptsH1 = ccpA, 
y nos confirman la importancia de la fosforilación en el residuo de Ser-46 del HPr sobre la 
represión catabólica en L. casei. 
 
2.2.- La mutación ptsH afecta a la exclusión del inductor en L. casei 
Para comprobar el efecto de las mutaciones ptsH en la exclusión del inductor de 
azúcares no-PTS, se decidió estudiar el transporte de ribosa y de maltosa en L. casei 1. En 
bacterias Gram-negativas, la exclusión del inductor está mediada por el enzima IIAGlc, mientras 
que ha sido descrito para bacterias Gram-positivas como L. brevis, y únicamente in vitro, que 
esa exclusión es llevada a cabo por P-Ser-HPr (Ye et al., 1994; Ye y Saier, 1995). Es por ello 
que el papel in vivo de P-Ser-HPr en la exclusión del inductor en Gram-positivos aun debía 
confirmarse. Al poseer los mutantes ptsH en el residuo de Ser-46 podríamos comprobar, 
definitivamente, in vivo si la fosforilación en la serina estaba implicada en la exclusión del 
inductor. Aunque se ha descrito la construcción de un mutante ptsH1 en B. subtilis, el modelo 
de Gram-positivos, el fenómeno de exclusión de azúcares no-PTS no existe en este 
microorganismo (Saier et al., 1996). 
Cuando la cepa silvestre de L. casei crece en un medio conteniendo glucosa más ribosa 
o maltosa, se observa un comportamiento diáuxico similar al que se ha descrito anteriormente 
para la lactosa. Sin embargo, mientras que la parada diaúxica descrita en medios con glucosa 
más lactosa se reduce solo parcialmente en los mutantes ptsH, ésta desaparece totalmente en 
medios con glucosa más ribosa o maltosa. Esto sugiere que la fosforilación del HPr en la Ser-46 
juega un papel muy importante en la regulación de la utilización de estos azúcares no-PTS. 
Para distinguir si este efecto esta mediado por la interacción CcpA/P-Ser-HPr con las 
posibles secuencias cre presentes en los operones para la utilización de estos azúcares (represión 
catabólica en sentido estricto) o por la interacción de la P-Ser-HPr con las permeasas 
transportadoras de azúcares, como ha sido propuesto para el mecanismo de exclusión del 
inductor (Ye et al., 1994; Ye y Saier, 1995), se realizaron experimentos de transporte con 
azúcares marcados con 14C. 
El transporte de ribosa, en células precrecidas en ribosa, se muestra en la Fig. 1. 12A. 
La adición de glucosa a estas células causa, no una inhibición en el transporte, sino un aumento 
de cuatro veces en la tasa de transporte de ribosa. Por el contrario, el transporte de maltosa es 
inhibido totalmente cuando se añade glucosa a células de la cepa silvestre de L. casei que 
transportan maltosa (Fig. 1. 12B).  
                                                          
1 Este trabajo fue realizado en colaboración con el Dr. Vicente Monedero en el laboratorio del Dr. Josef        
Deutscher (INA-PG, Francia)  
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Fig. 1.12.- Efecto de la glucosa sobre el transporte de maltosa y ribosa en la cepa 
silvestre de L. casei, los mutantes ptsH, ptsI y ccpA. El transporte de ribosa en BL23 fue medido 
en presencia y ausencia de glucosa (A). El transporte de maltosa fue determinado en presencia y 
ausencia de glucosa tanto en la cepa silvestre (B) como en los mutantes BL121 (C), BL122 (D), 
BL123 (E) y el mutante ptsI BL126 (F). Los símbolos representan: los cuadrados transporte de 
ribosa o maltosa en ausencia de otro azúcar, los rombos transporte de ribosa o maltosa en 
presencia de glucosa a 10mM de concentración final añadida en el momento indicado por las 
flechas, los triángulos pertenecen a células incubadas 10 min en presencia de glucosa (20mM) 
antes de que el transporte de maltosa empezara.  
 
 
El transporte de este azúcar también desaparece cuando la glucosa es añadida a la 
suspensión celular 10 minutos antes de la adición de maltosa. Con estos experimentos se 
descartó la ribosa como azúcar excluido por glucosa ya que en lugar de impedir el transporte de 
53 
Capítulo I 
la misma, la glucosa origina, posiblemente, un incremento del nivel energético celular en forma 
de ATP, que produce el aumento del transporte de ribosa por su respectiva permeasa 
dependiente de ATP. El crecimiento diáuxico que se produce al crecer la cepa silvestre en 
glucosa más ribosa no sería debido a una exclusión del inductor sino, probablemente, a la 
represión catabólica dependiente de CcpA/P-Ser-HPr. Se tomó entonces la maltosa como azúcar 
excluido por glucosa y con ella se realizaron experimentos de transporte con los diferentes 
mutantes que poseíamos: ptsH, ptsI y ccpA.  
El mutante ptsH1 posee un comportamiento totalmente diferente al de la cepa silvestre. 
En esta cepa, la maltosa posee una tasa de transporte superior, y la adición de glucosa causa un 
aumento aun mayor en el nivel de transporte (Fig. 1. 12C.). Una estimulación similar se observa 
en el mutante ptsH2 mientras que no se observa ningún cambio en el nivel de transporte de 
maltosa en el mutante ptsH3 (Fig. 1. 12D y 12E). En el mutante BL126 (ptsI1), que es incapaz 
de transportar la glucosa por el PTS, la presencia de glucosa no posee efecto inhibitorio sobre el 
transporte de maltosa (Fig. 1. 12F). La tasa de transporte de glucosa en esta cepa es 10 veces 
menor que en la silvestre, pudiendo ser esta ralentización del transporte, que debe conllevar una 
disminución en su metabolización, la responsable de que la glucosa no pueda inducir el 
fenómeno de exclusión del inductor sobre maltosa. Es necesario, por tanto, la presencia de un 
PTS funcional para que la maltosa sea excluida por la glucosa. Por el contrario, en el mutante 
ccpA, la glucosa produce un efecto inhibitorio sobre el transporte de maltosa idéntico al 
observado en la cepa salvaje, estableciendo claramente que CcpA no está implicado en la 
exclusión del inductor (gráfica no mostrada).  
Para comprobar cuándo y cómo se iniciaba o se detenía el consumo de glucosa y 
maltosa en los experimentos de transporte, se midió el consumo de estos azúcares en células en 
reposo precrecidas en maltosa. Los resultados representados en la Fig. 1.13. confirman que la 
maltosa no es utilizada en presencia de glucosa en la cepa silvestre de L. casei. El consumo de 
maltosa se detiene instantáneamente cuando la glucosa es añadida al medio de cultivo y la 
concentración de maltosa permanece constante mientras haya glucosa presente. El consumo de 
maltosa se inicia solamente cuando la glucosa ha sido totalmente consumida. Por el contrario, 
en el mutante ptsH1, la adición de glucosa a células que están transportando maltosa, causa 
únicamente una inhibición transitoria del transporte de la misma que es seguido de una 
utilización simultanea de ambos azúcares. 
El descubrimiento de que el efecto de la glucosa sobre el transporte de la maltosa 
desaparece completamente en el mutante ptsH1 sugiere que la fosforilación de la Ser-46 de HPr 
es necesaria para la exclusión de maltosa en L. casei por glucosa. 
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Fig. 1.13.- Consumo de maltosa en células en reposo de la cepa silvestre de L. casei (A) 
y el mutante ptsH1 BL121 (B) en presencia y ausencia de glucosa. Los cuadrados representan la 
concentración de maltosa en el medio en los experimentos sin glucosa; los rombos muestran la 
concentración de maltosa, y los círculos la concentración de glucosa en el medio cuando la 
glucosa es añadida tres minutos después de empezar el experimento.  
 
 
DISCUSIÓN 
 
El mecanismo de represión catabólica (RC) descrito para B. subtilis es totalmente 
diferente al mecanismo dependiente de AMP-c descrito para bacterias Gram-negativas como E. 
coli o Salmonella typhimurium (Postma et al., 1993). Este mecanismo propuesto para B. subtilis 
se piensa que puede estar ampliamente extendido en bacterias Gram-positivas con bajo 
contenido de G + C porque los elementos implicados en él, como HPr, HPr quinasa-fosfatasa, 
CcpA y las secuencias operadoras cre, han sido encontrados en muchas otras bacterias. La 
participación de CcpA en la RC ha sido establecida para muchas bacterias Gram-positivas, 
incluidas L. casei (Monedero et al., 1997). Además, en Streptococcus salivarius han sido 
aislados algunos mutantes espontáneos ptsH donde el uso preferencial de la glucosa o la 
fructosa frente a la lactosa o la melobiosa ha sido suprimido (Vadeboncoeur et al., 1994; 
Gauthier et al, 1997). En estos mutantes, los residuos Ile-47 o Met-48 de la proteína HPr habían 
sido sustituidos por una treonina o una valina, respectivamente, sugiriendo un papel de HPr en 
la CCR de este microorganismo. En L. lactis se construyeron mutantes portadores de una 
disrupción del gen ptsH. Posteriormente fueron transformados con plásmidos que llevaban la 
forma silvestre del operón ptsHI o el operón ptsHI conteniendo una mutación puntual en el alelo 
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ptsH que producía un cambio Ser-46−Ala o Ser-46−Asp bajo el control de un promotor 
inducible por nisina. La sobrexpresión de estos plásmidos en L. lactis sugirió un papel de P-Ser-
HPr en la RC del operón para la utilización de la galactosa (Luesink et al., 1999), ya que la RC 
sólo fue observada después de transformar el plásmido que portaba el alelo silvestre o ptsH con 
Ser-46−Asp, pero no con el ptsH Ser-46−Ala. 
Para confirmar el papel sugerido para P-Ser-HPr en CCR de Gram-positivos, tratamos 
de clonar los genes ptsH y ptsI de la bacteria Gram-positiva L. casei y construir mutaciones 
cromosómicas que alteraran el lugar de fosforilación dependiente de ATP del HPr. Como en 
otras muchas bacterias, en L. casei, los genes ptsH y ptsI parecen estar organizados en un 
mismo operón ya que por análisis Northern se detectó una única banda que corresponde al 
tamaño propuesto para los dos genes conjuntos. La intensidad de las bandas de hibridación nos 
indicó que todas las cepas probadas presentan un bajo nivel de expresión en ribosa mientras que 
existe inducción por glucosa en la cepa silvestre y en la ccpA. Esto sugiere que es necesaria la 
actividad PTS para que haya inducción de la expresión del operón. CcpA no parece estar 
implicado en la regulación de la expresión pero la mutación man sí que parece tener algún 
efecto porque la inducción que produce la glucosa no se da en este mutante. 
Los mutantes ptsI construidos, BL124 y BL126, perdieron la capacidad de fermentar 
gran cantidad de azúcares incluyendo la fructosa, manosa, manitol, sorbitol, sorbosa, 
amigdalina, arbutina, salicina, celobiosa, lactosa, tagatosa, trealosa y turanosa. Alguno de estos 
carbohidratos podría no ser transportados por PTS pero su transporte o posterior metabolización 
pueden depender de un PTS funcional, como se ha observado para el transporte y metabolismo 
de glicerol en bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Postma et al., 1993).   
Para estudiar la influencia de la P-Ser-HPr en la CCR, el crecimiento diaúxico y en la 
exclusión del inductor, se construyeron diferentes mutantes ptsH en los cuales, cambios 
aminoacídicos producidos en los residuos 46 o 47 de la proteína HPr simulaban diferentes 
grados de fosforilación. Desafortunadamente no fuimos capaces de obtener el mutante HPr Ser-
46−Asp, que hubiese mimetizado la fosforilación permanente del residuo. Este cambio de 
aminoácido parece ser tóxico para la célula ya que alguno de los clones que potencialmente 
podrían haber portado la mutación Ser-46−Asp, había mutado espontáneamente el codón que 
codifica este residuo por uno de tirosina o había perdido el gen que codifica la resistencia a 
eritromicina del plásmido, aunque seguían portando dos copias del gen ptsH, una con la 
mutación Ser-46−Asp y una copia silvestre del mismo. La toxicidad podría ser debida a que la 
mutación, al mimetizar una fosforilación permanente de HPr en Ser-46, llevaría probablemente 
a un fenotipo de represión por catabolito constitutiva que podría impedir el crecimiento celular.  
Las otras tres mutaciones puntuales sí que fueron obtenidas como viables. La mutación 
Ser-46−Ala impediría totalmente la fosforilación de HPr dependiente de ATP (Eiserman et al., 
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1988), la proteína mutante HPr Ser-46−Thr de B.subtilis es fosforilada muy lentamente por el 
ATP y el enzima HPr quinasa-fosfatasa (Reizer et al., 1989). Por el contrario, en S. salivarius, la 
mutación Ile-47−Thr permite la fosforilación de la Ser-46 aunque impide, de alguna forma no 
determinada, la interacción con CcpA (Gauthier et al., 1997). Cuando introdujimos las tres 
mutaciones ptsH en L. casei encontramos un menor efecto represor de la glucosa en la actividad 
N-acetil-glucosaminidasa en diferente grado según la mutación. (Fig. 1.8). La perdida de CCR 
observada en la cepa BL121 (Ser-46−Ala) es casi total, lo mismo que ocurre en el mutante 
ccpA. La mutación Ile-47−Thr causa una menor perdida de represión de la actividad producida 
por glucosa, y aún es mucho menor en la cepa que porta la mutación Ser-46−Thr. Estos datos 
nos sugieren que la fosforilación del HPr en la Ser-46 está implicada en la represión catabólica 
de la N-acetil-glucosaminidasa y por lo tanto, probablemente, en todo el mecanismo general de 
RC de L. casei, como se confirmó por la desaparición del crecimiento diáuxico. También 
confirman que la RC dependiente de CcpA/P-Ser-HPr está ampliamente extendida en las 
bacterias Gram-positivas de bajo contenido en G + C.  
El estudio de las curvas diaúxicas en medio conteniendo glucosa más lactosa de los 
diferentes mutantes nos demostró que el tiempo de parada diaúxica disminuye para los mutantes 
Ser-46−Ala e Ile-47−Thr, pero como ocurre en el mutante ccpA, no llega a desaparecer 
totalmente. Esto puede deberse al funcionamiento de un segundo mecanismo de RC dependiente 
de la fosforilación de LacT por parte de P-His-HPr (Gosalbes et al., 1997; Gosalbes et al., 
1999). Dado el complejo mecanismo de regulación del sistema de la lactosa, fue más fácil 
estudiar las curvas diaúxicas obtenidas cuando los mutantes ptsH fueron crecidos con glucosa 
más maltosa o ribosa. Con ambos azúcares, el comportamiento diaúxico desaparecía totalmente 
en los tres mutantes ptsH. De todas formas, el efecto represivo que produce la glucosa en el 
metabolismo de la ribosa o la maltosa parece estar mediado por mecanismos diferentes. El 
crecimiento diaúxico observado en glucosa más ribosa podría ser debido probablemente a un 
mecanismo de RC dependiente de CcpA/P-Ser-HPr y no a un mecanismo de exclusión del 
inductor como parece ocurrir con la maltosa.  
La exclusión del inductor es un mecanismo que en Gram-negativos parece estar 
mediado por el enzima IIAGlc mientras que en Gram-positivos, como L. brevis, ha sido descrita 
la posible participación de P-Ser-HPr (Ye et al., 1994; Ye et al., 1995). Esta hipótesis se basó en 
experimentos realizados in vitro, con extractos de L. brevis, en los que se utilizó la proteína 
heteróloga HPr Ser-46−Ala de B. subtilis en vez de la proteína propia. Por tanto, la implicación 
de P-Ser-HPr en la exclusión del inductor estaba todavía por resolver en Gram-positivos. El 
descubrimiento de que el efecto represor de la glucosa en el transporte de maltosa había 
desaparecido totalmente en los mutantes ptsH1 y ptsH2 prueba por primera vez, in vivo, que P-
Ser-HPr está implicada en la exclusión del inductor. Este concepto pudo ser demostrado de 
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nuevo por la construcción de un mutante hprK de L. casei incapaz de fosforilar el HPr silvestre 
en el residuo de Ser-46. Como se observó para los mutantes ptsH1 y ptsH2, en el mutante hprK 
no existía efecto inhibitorio de la glucosa sobre el transporte de maltosa (Dossonnet et al., 
2000). Igualmente, la reciente construcción de un mutante ptsH1 de L. lactis ha podido poner en 
evidencia la implicación de P-Ser-HPr en la exclusión de la maltosa y ribosa por glucosa en este 
organismo (Monedero et al., 2001). El mecanismo de exclusión del inductor es independiente de 
CcpA, ya que se ha visto que la glucosa impide la entrada de maltosa en el mutante ccpA del 
mismo modo que lo hace en la cepa silvestre.  
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2.- Una ORF con homología a permeasas de azúcares situada en 3’ 
respecto al operón ptsHI 
 
INTRODUCCIÓN 
 
La proteína que codifica la ORF que se encuentra después del gen ptsI, posee 
homología (32% de identidad) con permeasas transportadoras de azúcares como GalP, AraE o 
XylE de E. coli, que están incluidas dentro de la familia “sugar porters” (SP) (Henderson, 
1991). Estos transportadores pueden funcionar como uniporters, simporters o antiporters y 
normalmente poseen doce regiones transmembrana. Las permeasas pertenecientes a esta familia 
tienen un tamaño que varía entre 404 y 818 residuos. Las más pequeñas, típicas de bacterias, 
poseen los extremos N y C terminales muy cortos e hidrofílicos y doce cortos bucles que 
conectan las doce regiones transmembrana (TMS). Las más grandes, que usualmente se 
encuentran en eucariotas, poseen largos extremos C y N terminal hidrofílicos con grandes 
bucles que unen las 12 regiones transmembrana. Los substratos transportados por esa familia de 
facilitadores incluyen hexosas, pentosas, disacáridos, inositoles y cationes orgánicos 
 
RESULTADOS  
 
2.1.- Análisis de la secuencia proteica 
En esta ORF existen dos codones para metionina a partir de los cuales se podría 
producir el inicio de la traducción. La primera posee un sitio de unión a ribosomas bastante 
alejado del consenso -13 GAGTTA. La segunda, que se encuentra 17 codones por detrás, posee el 
sitio de unión a ribosomas también alejado del consenso pero más probable que el anterior -
14GTAGGG. La proteína codificada de esta segunda manera poseería 468 aminoácidos y un 
peso molecular de 50,5 kDa. Ambos transcritos compartirían las mismas pautas de lectura y los 
mismos codones de parada. Se ha podido encontrar una pequeña secuencia por detrás del codón 
de parada que podría formar una estructura de horquilla de terminación, pero no se ha 
encontrado la zona rica en timinas que seguiría a los terminadores rho-independientes (Fig. 
1.14). 
Se han descrito para estas permeasas dos residuos conservados que podrían jugar 
papeles funcionales o estructurales importantes. Uno de ellos es un residuo de glicina, que se 
cree que podría tener importancia estructural, y el otro es un residuo de glutamato que podría 
jugar un papel catalítico (Pao et al., 1998). Nuestra proteína posee estos dos residuos 
conservados en posición 160 y 139, respectivamente (Fig. 1.15.). De igual manera, el patrón de  
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                                                   RBS 
1         TTTCAGAAAAGTGTTAAGGTTATTATGTAAACTAAAAATTGAGTTACTGATTCATGGTATGGCACTGTGAGCGGT 
1                                                               M  V  W  H  C  E  R   
                          RBS 
76        GGTTCATTTGGACTTGTAGGGGGAATTGCATGTATCAATCAAAAACACACAATCATCGATTTACCGGTCACCTTG 
8        W  F  I  W  T  C  R  G  N  C  M  Y  Q  S  K  T  H  N  H  R  F  T  G  H  L   
151       CGAGTGCGAAGACACGGTTGCGGCTAGTAGCATTGATTTCAACGATGGGTGGCCTGCTTTTTGGCTATGACACTG 
33        A  S  A  K  T  R  L  R  L  V  A  L  I  S  T  M  G  G  L  L  F  G  Y  D  T   
226       GGGTGATCAATGGCGCATTGCCTTTTATTTCTTCGGAACTGAAACTTGCCCCTGGATCACAGGGTTGGGTCACCA 
58        G  V  I  N  G  A  L  P  F  I  S  S  E  L  K  L  A  P  G  S  Q  G  W  V  T   
301       GTAGCTTGACGCTGGGTGCTGCTTTTGGTGCTATCTTAGTCGGTCGTTTAAGTGATCGCTATGGGCGCAGGCGGC 
83       S  S  L  T  L  G  A  A  F  G  A  I  L  V  G  R  L  S  D  R  Y  G  R  R  R   
376       TCATCACCATGTTAGCGGGCTTATTTTTTCTGGCAACGGTAGCCTCGTCACTTTCCCCGAGTGCTGGCTGGCTGA 
108       L  I  T  M  L  A  G  L  F  F  L  A  T  V  A  S  S  L  S  P  S  A  G  W  L   
451       TTGGCGCACGGCTGATCCTTGGATTAGCCGTTGGCGGCGTCTCTGTGCTGGTTCCAAGCTTTTTAGCAGAGATTG 
133       I  G  A  R  L  I  L  G  L  A  V  G  G  V  S  V  L  V  P  S  F  L  A  E  I   
526       CCCCAACGAGTCATCGTGGGCGGTTAGTCACACAAAATGAGCTGATGGTCGTGACTGGCCAGTTACTTGCTTTTG 
158       A  P  T  S  H  R  G  R  L  V  T  Q  N  E  L  M  V  V  T  G  Q  L  L  A  F   
601       TTCTCAATGCCTTTTTAGGAACCACTTTTGGTAACGTTCCTGGTATCTGGCGCTGGATGATTGTATTGGCAGTCA 
183       V  L  N  A  F  L  G  T  T  F  G  N  V  P  G  I  W  R  W  M  I  V  L  A  V   
676       TTCCGGCAATTATCTTAGGTATCGGGACTTATTTTGTTCCGGAATCTCCTCGTTGGTTAATGATGAAAGGACGGC 
208       I  P  A  I  I  L  G  I  G  T  Y  F  V  P  E  S  P  R  W  L  M  M  K  G  R   
751       CGGCAGCAGCACGTTCAAGTTTGGAAGTGTTGCGATCTGCTGCTGAAGTGCCAGCAGAGATTGACCATTTGAAAC 
233       P  A  A  A  R  S  S  L  E  V  L  R  S  A  A  E  V  P  A  E  I  D  H  L  K   
826       AGAATCTTGCCGAAGATGCTAAACATAAGCAGGCGAGTGTTCGAGCATTGAAAACCAAATGGATTCGCCGACTGG 
258       Q  N  L  A  E  D  A  K  H  K  Q  A  S  V  R  A  L  K  T  K  W  I  R  R  L   
901       TTCTGATTGGCATCGGCCTAGGCGTCATTCAGCAAATTGCTGGTATCAATGTCATGATGTATTATGGCACCTCAA 
283       V  L  I  G  I  G  L  G  V  I  Q  Q  I  A  G  I  N  V  M  M  Y  Y  G  T  S   
976       TTTTACAAATGACGGGTTTTGGGCGAGATAGCGCCTTGATCGCCAACATTGCCAATGGGGTTACTGCCGTTGCTG 
308       I  L  Q  M  T  G  F  G  R  D  S  A  L  I  A  N  I  A  N  G  V  T  A  V  A   
1051      CAACGATTGTGACGTTGCAATTGTTGAAGCATGTTCCGCGGCGGCCAATGCTGATTGTGGGATTGATTGGCTCAA 
333       A  T  I  V  T  L  Q  L  L  K  H  V  P  R  R  P  M  L  I  V  G  L  I  G  S   
1126      CCGTGGCGATTACTGGTGTCACCTTCGCTAGTCGACTACCAGCGGGTTCGCCATTCCGGGCATTTGCGACAATCG 
358       T  V  A  I  T  G  V  T  F  A  S  R  L  P  A  G  S  P  F  R  A  F  A  T  I   
1201      GGATGATGATGCTGTTCTTGGCGTTCTTCCAAGGCGCTATCAGTCCAATGACTTGGCTGCTGATGTCTGAAATCT 
383       G  M  M  M  L  F  L  A  F  F  Q  G  A  I  S  P  M  T  W  L  L  M  S  E  I   
1276      TCCCTGAACAGGTTCGGGGCATAGGGATGGGCGCTGCAACCTTCTGCTTGTGGTTAGCTAACTTTGGTGTTGGCG 
408       F  P  E  Q  V  R  G  I  G  M  G  A  A  T  F  C  L  W  L  A  N  F  G  V  G   
1351      TTCTGTTCCCGATTGGTCTGGCCCAAATAGGCATGTTCTGGACATTCGTTTGCTTCATCGGGACAAATTTGATTT 
433       V  L  F  P  I  G  L  A  Q  I  G  M  F  W  T  F  V  C  F  I  G  T  N  L  I   
1426      CATTGCTTTTCGTTCTGATTTTTGTGCCGGAAACGGCTGGACGCTCCCTCGAAACTTTGCACCGAGAGGAGAAAG 
458       S  L  L  F  V  L  I  F  V  P  E  T  A  G  R  S  L  E  T  L  H  R  E  E  K   
1501      CCCGCTTAAATCATTAATGACAAGCGATTTGTTCAAGACCAAAAAGTTGCGCTTTACAAAAAGTTTGATACCATA 
483       A  R  L  N  H  *  *   
Perm-In
 
Fig. 1.14.- Secuencia de nucleótidos y traducción a aminoácidos de orf homóloga a 
permeasas de azúcares. Están marcadas en negrita las dos posibles metioninas de inicio de la 
traducción y así como sus respectivos sitios de unión a ribosoma. También están marcados en 
negrita los dos codones de parada y está subrayada la posible secuencia formadora de una 
horquilla de terminación. Se indica la secuencia del oligonucleótido Perm-In utilizado para 
clonar el gen completo en el plásmido pGAL9. 
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L._brevis_Xyl    1 -----------------MRKVSTGFVYFFGALGGLLFGYDTGVISGAILFIQKQ--MNLGS---WQQGWVVSAVLLGAIL 
E.coli_GalP      1 --------MPDAKKQGQSNKAMTFFVCFLAALAGLLFGLDIGVIAGALPFIADE--FQITSHTQE---WVVSSMMFGAAV 
L.lactic_Xyl     1 -----------------MRKLSPTFIYFFGALGGLLFGYDTGVISGALLFIEKE--SWQVSSWAWMEGWITAAVLMGAVI 
B.subt_Ara       1 MKNTPTQLEPNVPVTRSHSMGFVILISCAAGLGGLLYGYDTAVISGAIGFLKDL--YSLSPFMEG---LVISSIMIGGVV 
B.subt_yfiG      1 --MSTKKKEAVIGKESLAHKGLLRTITLVSTFGGLLFGYDTGVINGALPFMATAGQLNLTPVTEG---LVASSLLLGAAF 
L.casei_orf      1 -MYQSKTHNHRFTGHLASAKTRLRLVALISTMGGLLFGYDTGVINGALPFISSE--LKLAPGSQG---WVTSSLTLGAAF 
 
 
L._brevis_Xyl   59 GAAIIGPSSDRFGRRKLLLLSAIIFFVGALGSAFSPEFWTLIISRIILGMAVGAASALIPTYLAELAPSDKRGTVSSLFQ 
E.coli_GalP     68 GAVGSGWLSFKLGRKKSLMIGAILFVAGSLFSAAAPNVEVLILSRVLLGLAVGVASYTAPLYLSEIAPEKIRGSMISMYQ 
L.lactic_Xyl    62 GAVVIGPMSDRFGRKRLLLLSAVIFFVGALGSGLSNSAELLIISRVILGMAVGSASALVPTYLSELSPAKIRGGVSTMFQ 
B.subt_Ara      76 GVGISGFLSDRFGRRKILMTAALLFAISAIVSALSQDVSTLIIARIIGGLGIGMGSSLSVTYITEAAPPAIRGSLSSLYQ 
B.subt_yfiG     76 GAMFGGRLSDRHGRRKTILYLALLFIAATLGCTFSPNASVMIAFRFLLGLAVGCASVTVPTFLAEISPAERRGRIVTQNE 
L.casei_orf     75 GAILVGRLSDRYGRRRLITMLAGLFFLATVASSLSPSAGWLIGARLILGLAVGGVSVLVPSFLAEIAPTSHRGRLVTQNE 
                                                                                   E 
 
L._brevis_Xyl  139 LMVMTGILLAY-----ITNYSFSGFYTG-------WRWMLGFAAIPAALLFLGGLILPESPRFLVKSGHLDEARHVLDTM 
E.coli_GalP    148 LMITIGILGAY-----LSDTAFSYT-GA-------WRWMLGVIIIPAILLLIGVFFLPDSPRWFAAKRRFVDAERVLL-R 
L.lactic_Xyl   142 LMIMTGILLAY-----ISNYALKGVSGN-------WHWMLGLATVPAALLFIGGLFLPESPRFLVRHDNEAGAREILG-M 
B.subt_Ara     156 LFTILGISATY-----FINLAVQRSGTYEWGVHTGWRWMLAYGMVPSVIFFLVLLVVPESPRWLAKAGKTNEALKILT-R 
B.subt_yfiG    156 LMIVIGQLLAYTFNAIIGSTMGESA-NV-------WRYMLVIATLPAVVLWFGMLIVPESPRWLAAKGRMGDALRVLRQI 
L.casei_orf    155 LMVVTGQLLAFVLNAFLGTTFGNVP-GI-------WRWMIVLAVIPAIILGIGTYFVPESPRWLMMKGRPAAARSSLEVL 
                        G 
 
L._brevis_Xyl  207 NKHDQ--VAVNKEINDIQESAKIVS-GGWSELFGKMVRPSLIIGIGLAIFQQVMGCNTVLYYAPTIFTDVGFGVSAALLA 
E.coli_GalP    214 LRDTS--AEAKRELDEIRESLQVKQSGWALFKENSNFRRAVFLGVLLQVMQQFTGMNVIMYYAPKIFELAGYTNTTEQMW 
L.lactic_Xyl   209 INDDP--NSIEAEISDIQLMAKEEKQGGLQELFGQMSRPVLIMAIGLAIFQQVMGCNTVLYFAPSIFVAVGFGASAALLA 
B.subt_Ara     230 INGET--V-AKEELKNIENSLKIEQMGSLSQLFKPGLRKALVIGILLALFNQVIGMNAITYYGPEIFKMMGFGQNAGFVT 
B.subt_yfiG    228 REDSQAQQEIKEIKHAIEGTAKK--AGFHDFQEPWI-RRILFIGIGIAIVQQITGVNSIMYYGTEILREAGFQTEAALIG 
L.casei_orf    227 RSAAEVPAEIDHLKQNLAEDAKHKQASVRALKTKWI-RRLVLIGIGLGVIQQIAGINVMMYYGTSILQMTGFGRDSALIA 
 
 
L._brevis_Xyl  284 HIGI-GIFNVIVTAIAVAIMDKIDRKKIVNIG----AVGMGISLFVMSIGMKFSGGSQTAAIIS--VIALTVYIAFFSAT 
E.coli_GalP    292 GTVIVGLTNVLATFIAIGLVDRWGRKPTLTLGFLVMAAGMGVLGTMMHIGI------HSPSAQYFAIAMLLMFIVGFAMS 
L.lactic_Xyl   287 HIGI-GIFNVIVTYIAMRVMDKVNRRWMLNFG----AWGMGISLVLMSVGMILAENAHIGFGKYLAVIALTVYIAFFSAT 
B.subt_Ara     307 -TCIVGVVEVIFTVIAVLLIDKVGRKKLMSIGSAFMAIFMILIGTSFYFEL-----TSGIM----MIVLILGFVAAFCVS 
B.subt_yfiG    305 NIAN-GVISVIAVIFGIWLLGKVRRRPMLIIGQIGTMTALLLIGILSIVLE------GTPALPYVVLSLTILFLAFQQTA 
L.casei_orf    306 NIAN-GVTAVAATIVTLQLLKHVPRRPMLIVGLIGSTVAITGVTFASRLPA------GSPFRAFATIGMMMLFLAFFQGA 
 
 
L._brevis_Xyl  357 WGPVMWVMIGEVFPLNIRGLGNSFASVINWTANMIVSLTFPSLLDFFGTGSLFIGYGILCFASIWFVQKKVFETRNRSLE 
E.coli_GalP    366 AGPLIWVLCSEIQPLKGRDFGITCSTATNWIANMIVGATFLTMLNTLGNANTFWVYAGLNVLFILLTLWLVPETKHVSLE 
L.lactic_Xyl   362 WGPVMWVMIGESFPLKIRGLGNSFGAAVNWAANWVVSLTFLPLLSFFGTGKIFLIYAACCFLSIWFTSKKSY-------- 
B.subt_Ara     377 VGPITWIMISEIFPNHLRARAAGIATIFLWGANWAIGQFVPMMIDSFGLAYTFWIFAVINILCFLFVVTICPETKNKSLE 
B.subt_yfiG    378 ISTVTWLMLSEIFPMHVRGLGMGISTFCLWTANFLIGFTFPILLNHIGMSATFFIFVAMNILAILFVKKYVPETKGRSLE 
L.casei_orf    379 ISPMTWLLMSEIFPEQVRGIGMGAATFCLWLANFGVGVLFPIGLAQIGMFWTFVCFIGTNLISLLFVLIFVPETAGRSLE 
 
 
L._brevis_Xyl  437 DIEATLRAKTGEDAAELSTTK---- 
E.coli_GalP    446 HIERNLMKGRKLREIGAHD------ 
L.lactic_Xyl       ------------------------- 
B.subt_Ara     457 EIEKLWIK----------------- 
B.subt_yfiG    458 QLEHSFRQYGRRADQEIQNQTTHLS 
L.casei_orf    459 TLHREEKARLNH------------- 
 
Fig. 1.15.- Alineamiento de varias permeasas transportadoras de azúcares de la familia S.P. Se 
marcan en negrita los residuos glutamato 139 y glicina 160 (numeración de la proteína de L. 
casei) con posible función catalítica y reguladora, respectivamente. Solamente se muestran los 
aminoácidos tras la segunda posible metionina inicial. 
 
hidrofobicidad revela que la proteína posee, como el resto de los transportadores de la 
familia,12  hipotéticas regiones transmembrana (Fig. 1.16.). 
 
2.2. - Estudio de la posible función proteica   
Para dilucidar el posible papel transportador de esta proteína se llevó a cabo la inactivación 
de la misma. Por PCR, y con los oligonucleótidos específicos del gen Perm9 y Perm16 se 
amplificó un fragmento interno de 600 pb que posteriormente fue clonado en el vector suicida 
61 
Capítulo I 
pRV300. El nuevo plásmido, llamado pVBperm, se transformó en la cepa silvestre de L. casei 
BL23, así como en un mutante man, BL30, y el mutante ptsI, BL126. La correcta integración 
del plásmido por una recombinación tipo Campbell, en los transformantes resistentes a 
eritromicina para cada cepa, fue comprobada tanto por análisis Southern como por PCR.  
 
  
Fig. 1.16.- Patrón de hidrofobicidad de la proteína homóloga a permeasas de azúcares 
desarrollado según el método de Kyte and Doolittle (1982). Se pueden apreciar los doce 
hipotéticos dominios transmembrana. 
 
Los nuevos mutantes obtenidos fueron llamados BL167 (orf::pRV300), BL168 (man 
orf::pRV300) y BL169 (ptsI orf::pRV300) A estas nuevas cepas se les analizó el patrón de 
fermentación por tira API 50CH para comprobar si la fermentación de azúcares había variado 
con respecto a sus respectivas cepas parentales, pero no se pudieron observar diferencias 
apreciables en la fermentación de ninguno de los 49 azúcares ensayados. 
No habiendo encontrado ningún resultado concreto en esta primera experiencia, 
decidimos estudiar la expresión del gen orf por análisis Northern. Se crecieron tanto las tres 
cepas mutantes en esta orf como sus respectivas cepas parentales en MRS basal con glucosa o 
ribosa y se extrajo el ARN. Los experimentos de hibridación fueron llevados a cabo con una 
sonda específica del gen. No se obtuvo ningún tipo de señal ni en las cepas con versión silvestre 
de este gen ni en los mutantes, sugiriendo que la expresión de esta ORF podría estar inducida 
por la presencia de un sustrato o bajo unas condiciones que desconocemos.  
Pensando que podía existir una mutación en el promotor de este gen que silenciara su 
expresión se realizó un último experimento para comprobar si el gen podía ser funcional: la 
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permeasa se clonó en el plásmido pGAL9 para que fuera sobrexpresado a partir del promotor 
constitutivo SPO2. Se sintetizó el oligonucleótido Perm-In situado por encima del sitio de unión 
a ribosomas de la segunda metionina posible de inicio de la traducción (Fig. 1.14.), que portaba 
un sitio de restricción BamHI, y junto con el oligonucleótido Perm19 de la zona no codificante 
del extremo 3’ del gen, se realizó una reacción de PCR para amplificar el gen completo. El 
fragmento de PCR, de unas 1700 pb, fue clonado en el plásmido pGAL9 (dando lugar al 
plásmido pGALperm) y transformado en las cepas BL23 y en BL126 (ptsI). Con las nuevas 
cepas obtenidas se realizó una tira API 50CH y se comprobó que el patrón de fermentación de 
azúcares continuaba siendo el mismo que el de sus respectivas cepas de origen.  
Tampoco con este experimento pudimos encontrar respuesta a cerca de cual podía ser la 
función del gen, pero en este caso se pudo cometer un error de partida ya que se tomó la 
segunda metionina como el aminoácido de inicio de la proteína, sin tener en cuenta que la 
traducción podía comenzar en la primera. Además, los sitios de unión a ribosomas de las dos 
posibles metioninas de inicio están alejados de la secuencia consenso típica de L. casei, por lo 
que sería posible que resida aquí el problema de traducción. La secuencia consenso de unión a 
ribosomas de L. casei es GGAGGG. La secuencia que se encuentra en este gen, GTAGGG, 
difiere en una base respecto al consenso, por lo que una posible falta de traducción podría ser la 
responsable de la falta de fenotipo. 
 
 
L.b rev is _ Xy l
L.lac t ic_ Xy l
E.co li_ GalP
B.s u b t_ A ra
B.s u b t_ y fiG
L.cas e i_ o rf
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. 17.- Árbol de homología de la ORF de L. casei situada por debajo del operón 
ptsHI con permeasas transportadoras de azúcares como la xilosa, galactosa o arabinosa. Se indica 
el tanto por ciento de homología entre unas y otras. 
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DISCUSIÓN 
 
Ninguno de los experimentos realizados con la ORF encontrada en 3’ al operón ptsHI 
nos permitió dilucidar cual podía ser su función. Posiblemente, este gen únicamente se exprese 
en condiciones y esté inducido por la presencia de una molécula desconocida hasta la fecha. 
Cuando se realizó un árbol de homología de esta ORF con otras permeasas 
transportadoras de diferentes azúcares, los agrupamientos que realizó el programa fueron muy 
significativos dado que la homología era mayor cuando el azúcar transportado era el mismo. La 
ORF de L. casei fue agrupada con la proteína codificada por el gen yfiG de B. subtilis, de 
función desconocida, indicando que posiblemente nuestra ORF codifique un transportador de un 
sustrato no identificado (Fig. 1.17.). 
 
 
3.- Una ORF situada en posición 5’ respecto al operón ptsHI con 
posible función en la respuesta al estrés térmico. 
 
INTRODUCCIÓN 
 
En B. subtilis, el organismo modelo de Gram-positivos, la respuesta a choque térmico 
conlleva al menos cuatro clases de genes inducibles por calor, clasificados según su mecanismo 
de regulación. Los genes de Clase I codifican chaperonas clásicas como GroES, GroEL o DnaK 
y son controlados por el represor HrcA, que reconoce la secuencia operadora conservada 
denominada CIRCE (Hecker et al., 1996). Los genes de la Clase II codifican proteínas de estrés 
general cuya expresión es dependiente del factor σB. La síntesis y actividad de σB aumenta 
durante el choque térmico u otros tipos de estrés como la exposición a etanol, a elevadas 
concentraciones de NaCl o el ayuno de glucosa, oxígeno o fosfato (Hecker and Völker, 1998). 
La Clase III engloba las proteínas Clp que forman parte del regulón CtsR de respuesta a estrés 
(clpP y seis genes del operón clpC). Los genes que codifican estas proteínas están regulados 
negativamente por CtsR (Derré et al., 1999). La clase IV incluye genes de respuesta a estrés 
cuya expresión es independiente de HrcA, σB o CtsR, y cuyo mecanismo de regulación está 
todavía por identificar. 
Las proteínas de Clase III, que están altamente conservadas tanto en eucariotas como en 
procariotas, poseen actividad ATPasa y podrían actuar como chaperonas moleculares 
involucradas en la proteólisis dependiente de ATP o en el plegamiento y ensamblaje de 
proteínas. Estas proteínas están clasificadas en dos familias basándose en la presencia de uno o 
dos dominios de unión de ATP. La primera familia, también conocida como HSP100, contiene 
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dos dominios de unión de nucleótido (NBD: nucleotide-binding domain). En la segunda familia, 
las proteínas son más pequeñas y únicamente poseen un NBD. Cada familia está dividida en 
subfamilias que agrupan proteínas dependiendo de la longitud del tamaño de la región inter-
NBD o según motivos diferentes de secuencia (Schirmer et al., 1996). En B. subtilis, el 
regulador de los genes de clase III, CtsR (class three stress gene represor), está codificado por el 
primer gen del operón clpC. Esta proteína contiene en el extremo amino-terminal un motivo 
hélice-vuelta-hélice de unión al ADN y controla la expresión de clpP, clpE y del operón clpC 
uniéndose específicamente a una secuencia que consiste en una repetición de heptanucleótidos 
en la zona promotora. El consenso de la secuencia es: A/GGTCAAANANA/GGTCAAA (Derré 
et al., 1999). Esta secuencia de unión normalmente solapa con el punto de inicio de la 
transcripción o las secuencias –35 y –10 del promotor sugiriendo que el represor actúa 
interfiriendo con la unión de la ARN polimerasa. Los genes dependientes de CtsR se expresan 
débilmente a 37º C pero son fuertemente inducidos bajo condiciones de choque térmico.  
La información que se tiene sobre las proteínas de estrés en Gram-positivos es escasa y 
se limita principalmente a B. subtilis y a Lactococcus lactis. Se sabe muy poco sobre las 
proteínas de estrés térmico en Lactobacillus. Únicamente se ha descrito la identificación de las 
proteínas GroES, GroEL y DnaK en L. bulgaricus (Lim et al., 2000) y una proteína ClpE en L. 
sakei codificada por el gen que se encuentra inmediatamente por delante del operón ptsHI, que 
fue encontrado durante la secuenciación del mismo (Stentz et al., 1997). 
 
RESULTADOS 
  
3.1.- Identificación del gen clpE en L. casei 
Intentando clonar la región promotora del gen ptsH, se encontró 554 pb por delante del 
inicio de la traducción de HPr una ORF transcrita en sentido contrario al operón ptsHI. Para 
obtener su secuencia completa, se realizó un PCR reverso cortando el ADN con el enzima de 
restricción HindIII, y usando dos cebadores divergentes específicos de la zona intergénica ptsH-
orf. El fragmento de PCR obtenido incluía unas 1500 pb de la nueva ORF. 
La secuencia nucleotídica de este fragmento presentaba un 86% de identidad con el gen 
clpE de L. sakei  y un 82% con el gen clpE de L. lactis. La secuencia aminoacídica deducida 
para el fragmento de ADN poseía homología muy alta con las proteínas ClpE de los 
microorganismos citados, sugiriendo que la ORF clonada podría codificar una proteína ClpE, 
miembro de la subfamilia HSP100 de la familia Clp de chaperonas. Generalmente, los genes 
clpE codifican proteínas de tamaño molecular entre 700 y 750 residuos. La secuencia del 
fragmento obtenido por PCR reverso codifica únicamente 480 aminoácidos faltando el codón de 
parada, lo que indica que no poseemos toda la secuencia génica. 
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3.1.1.- Estudio de la secuencia génica y proteica 
La ORF homóloga a clpE posee un ATG de inicio de la traducción 554 pb delante del 
ATG de inicio del gen ptsH, precedido de un posible sitio de unión a ribosomas –16 GGAAGG. 
El promotor, con sus zonas –35 (-103 TTGCAT) y –10 (-81 ATACTA), está muy conservado. 
Solapando la zona donde presumiblemente estaría el inicio de la transcripción, se encuentra una 
secuencia consenso para la unión del regulador CtsR: GGTCAAGAAAGGTCAAA. Esto 
indica que posiblemente la proteína CtsR, reguladora de la expresión de los genes de estrés 
térmico pertenecientes al grupo III, también existe en L. casei como en otras bacterias Gram-
positivas. 
Las proteínas ClpE se diferencian de los otros miembros de la familia HSP100 por 
poseer un dominio N-terminal corto que contiene un motivo consenso para las estructuras dedo 
de zinc (C-X2-C-X22-C-X2-C) y dos motivos NBDs. Podemos decir que la proteína codificada 
por la ORF encontrada es una proteína ClpE porque posee en el extremo amino-terminal la 
secuencia consenso de la estructura dedo de zinc (Fig. 1.18.).  
HindIII HindIIIPstI
clpE’ ptsHI’
-35                      -10
5’-CTCTTAGTGGCAGAGTGCTTGCATTCCAGAAATGTGGGTGTATACTATTGCCATA
GGTCAAGAAAGGTCAAACCTTTTTGACTGCACGTGGCACCTAAACAGATAGGAAGG
CtsR box                                                            RBS
TTGTGACAAAATGCTGTGTGAAAACTGTCATAAGAATCCAGCCACTATTCATCTTT
M  L  C E  N  C H  K  N  P  A  T  I  H  L    
CAACCGTTGTTAATGGCACTCGACAGGAAATTAATCTCTGCCAAAACTGTTATCAA-3’
S  T  V  V  N  G  T  R  Q  E  I  N  L  C Q  N  C Y  Q
 
 
Fig. 1. 18.- Representación esquemática de la región cromosomal de L. casei que 
contiene parte del operón ptsHI, el gen clpE y la zona intergénica entre ambos. Se muestran 224 
pb que incluyen la zona promotora clpE (-35 y –10), la secuencia consenso de unión a CtsR 
(CtsR box) y la zona de unión a ribosomas (RBS). Los primeros aminoácidos de la proteína 
también están incluidos en el esquema y en negrita, aparecen las cisteínas formadoras de la 
estructura en dedo de zinc. 
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Aunque no podemos saber si el homólogo a ClpE de L. casei posee uno o dos motivos 
NBD, ya que su secuencia es incompleta, todo parece indicar, por el tamaño del mensajero 
obtenido en los análisis Northern (ver más adelante), que poseería dos dominios de unión a 
nucleótido como el resto de las proteínas ClpE. 
 
3.1.2.- La expresión de clpE es inducida por calor 
La expresión de los genes clp está asociada a la inducción por calor, sugiriendo un papel 
de las proteínas codificadas por estos genes en la adaptación al estrés. Para evaluar si la 
expresión del gen clpE de L. casei estaba inducida por choque térmico como en otros 
microorganismos, se realizó un estudio Northern. El ARN de la cepa silvestre de L. casei fue 
aislado de diferentes cultivos crecidos en MRS a 37º C y posteriormente incubados a 45º C 
durante distintos periodos de tiempo (5, 15 y 20 min). La hibridación fue llevada a cabo con una 
sonda específica para el gen clpE marcada con digoxigenina por PCR. 
La banda obtenida, de 2.3 Kb, está en concordancia con el tamaño esperado para los 
genes clpE, lo que sugiere una organización transcripcional monocistrónica. La expresión del 
gen a 37 ºC es muy débil mientras que el nivel de expresión aumenta 10 veces cuando las 
células son incubadas durante 5 o 15 min a 45º C. La expresión del gen empieza a disminuir 
cuando el tiempo de incubación es de 20 min. Este resultado corroboraría la función asignada a 
estos genes en la adaptación a estrés térmico (Fig. 1.19.) 
 
 
1       2       3       4
2.3 Kb
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1.19.- Análisis Northern de la expresión del gen clpE de L. casei. EL ARN fue 
extraído de la cepa silvestre crecida a 37ºC (1) o crecida a 37ºC y posteriormente incubada a 
45ºC por distintos periodos de tiempo: 5 min (2), 15 min (3) y 20 min (4). 
 
3.2.- Identificación de un posible gen ctsR en L. casei 
Una vez comprobada que la expresión del gen clpE estaba inducida por calor y que el 
promotor poseía una secuencia consenso de unión al regulador CtsR, decidimos identificar el 
posible gen que codifica este regulador en L. casei. Basándose en las secuencias aminoacídicas 
67 
Capítulo I 
de las proteínas CtsR en las bases de datos, se diseñaron oligonucleótidos degenerados (CtsR1-
CtsR2) en las zonas más conservadas de la proteína. Con ellos se realizaron reacciones de PCR 
obteniéndose una banda de tamaño esperado. El fragmento, de 185 pb, fue clonado en el vector 
pUC18 para ser secuenciado. La secuencia proteica deducida mostró un 71% de identidad con 
CtsR de B. subtilis indicándonos que en L casei existe un gen con homología a ctsR que 
codificaría una proteína que podría tener función reguladora en situaciones de estrés térmico. La 
homología tan alta encontrada entre la secuencia proteica deducida del fragmento clonado y las 
proteínas CtsR de las bases de datos podrían ser debidas a que el fragmento clonado 
corresponde la zona donde se encuentra el motivo conservado hélice-vuelta-hélice de unión a 
ADN. 
 
DISCUSIÓN 
 
Las proteínas ClpE fueron identificadas como nuevos miembros de la familia HSP100 
durante el proyecto de secuenciación del genoma de B. subtilis. Estas proteínas poseen 
homólogos en muchas otras bacterias como Listeria monocytogenes, Enterococcus fecalis, 
Streptococcus pyogenes, Lactobacillus sakei y Clostridium acetobutylicum. No ha sido 
identificada ninguna proteína de este tipo en bacterias Gram-negativas sugiriendo que la 
subfamilia ClpE podría ser específica de bacterias Gram-positivas.  
La característica propia de estas Clp ATPproteasas es la existencia de un motivo dedo 
de zinc en el extremo amino terminal. La ORF encontrada por encima del extremo 5’ del operón 
ptsHI, poseía homología con este tipo de proteínas. Además, al encontrar el motivo dedo de zinc 
en el extremo amino terminal de la misma pudimos confirmar definitivamente que la ORF 
codificaría una proteína que pertenece al grupo ClpE. La función asignada a estas proteínas, en 
situaciones de estrés térmico, es la de actuar como chaperonas moleculares, previniendo el mal 
plegamiento o la agregación de proteínas parcialmente desnaturalizadas, y la de actuar como 
proteasas dependientes de ATP degradando proteínas desnaturalizadas. Como ocurre en B. 
subtilis, la expresión de clpE de L. casei aumenta unas 10 veces cuando un cultivo con 
crecimiento exponencial es incubado a la temperatura elevada de 45ºC durante 15 minutos. En 
B. subtilis también aumenta la expresión de este gen unas cuatro veces cuando el cultivo es 
expuesto a puromicina. Estas situaciones favorecen la acumulación de proteínas mal plegadas o 
truncadas, lo que confirma la idea de que ClpE podría actuar como chaperona. El extremo 
amino terminal de la proteína con el dominio dedo de zinc podría estar relacionado con la unión 
a proteínas mal formadas. Aunque estos dominios han sido asociados siempre con la unión a 
ADN, cada vez hay más evidencias de que podrían jugar un papel importante en la interacción 
proteína-proteína.   
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Los genes que codifican las proteínas ClpE están incluidos dentro de la Clase III de 
genes de respuesta a choque térmico, dado que la expresión de los mismos está regulada por el 
represor CtsR. El análisis de la zona promotora del gen clpE de L. casei nos indicó que no 
contiene ninguna secuencia operadora CIRCE donde se uniría el represor HrcA, característico 
de los genes de respuesta a estrés de clase I, ni una secuencia promotora de reconocimiento por 
σB típica de la Clase II. Sin embargo, un posible sitio de unión del represor CtsR sí que ha sido 
identificado en el promotor clpE de L. casei sugiriendo que la síntesis de ClpE podría estar 
controlada por CtsR. La zona promotora del gen ClpE de B. subtilis posee cinco zonas de unión 
a CtsR, la mayoría de las cuales solapan con las secuencias –35 y –10 o el sitio de inicio de la 
transcripción de los dos promotores σA dependientes que posee (Derré et al., 1999). Esto 
indicaría que el represor CtsR podría actuar interfiriendo en la unión del factor σA de la ARN 
polimerasa a la zona promotora de este gen. Este regulador debe de tener un sensor intrínseco de 
temperatura que produciría un cambio conformacional del mismo volviéndolo inactivo cuando 
se expone a elevadas temperaturas. Es entonces cuando se produciría la síntesis de proteína 
ClpE. Esto se confirma al comprobar que la mutación en el gen ctsR de B. subtilis produce un 
aumento en la expresión del gen clpE a 37ºC.  
Tanto CtsR como su secuencia consenso de unión al ADN no han sido encontrados en 
bacterias Gram-negativas ni en los miembros de la rama de los Actinomicetes de las bacterias 
Gram-positivas. Esto sugiriere que el represor CtsR y los genes que regula son exclusivos de 
bacterias Gram-positivas con bajo contenido en G+C (Derré et al., 1999).  
El trabajo realizado con el gen clpE de L. casei es preliminar y todavía no tenemos 
mucha información. El siguiente paso a seguir dentro del estudio de este gen sería caracterizar el 
fenotipo que produce su inactivación. Si ocurriera como en B. subtilis, un mutante clpE no 
tendría ningún fenotipo obvio. Posiblemente, la actuación de esta proteína en condiciones de 
estrés debe de estar enmascarada por la presencia de otras ATPasas como ClpC o ClpX. 
También deberíamos demostrar si realmente el represor CstR está actuando sobre la expresión 
del gen clpE. Para ello se realizaría una mutación del gen ctsR y en la nueva cepa mutante se 
estudiaría la tasa de transcripción de clpE. 
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INTRODUCCIÓN 
 
1.-El metabolismo de azúcares en las bacterias lácticas 
En las bacterias lácticas existen dos grandes vías de metabolización de hexosas una vez 
han sido transportadas al interior celular. La primera, la glucólisis o vía Embden-Meyerhof, es 
utilizada por casi todas las bacterias ácido lácticas a excepción de los géneros leuconostoc, 
oenococcoss, weissella y el grupo III de los lactobacilos (heterofermentativos estrictos). Esta 
ruta se caracteriza por la formación de fructosa-1,6-bisfosfato (FBP), que es posteriormente 
dividida en dos unidades de triosa fosfato: gliceraldehído-3P (GAP) y dihidroxiacetona fosfato 
(DHAP). Estas triosas son convertidas en piruvato gracias a una secuencia metabólica que 
conlleva dos fosforilaciones a nivel de sustrato con síntesis de ATP. En condiciones normales, 
es decir, con un exceso de azúcar en el medio y condiciones anaeróbicas, el piruvato es reducido 
a lactato gracias a la enzima lactato deshidrogenasa dependiente de NAD+, reoxidando así el 
NADH formado en los primeros pasos de la glucólisis. De esta manera, el balance redox se 
mantiene y el ácido láctico es el único producto final formado. El rendimiento energético neto 
conseguido es de 2 moles de ATP por mol de hexosa fermentado. A este proceso metabólico se 
le llama fermentación homoláctica (Fig 2.1.). 
La otra vía importante de fermentación de azúcares recibe el nombre de ruta del 6-
fosfogluconato/fosfocetolasa (6-PG/PK). Se inicia con la oxidación de la glucosa-6P a 6-
fosfogluconato, seguido de una descarboxilación de la hexosa. La pentosa resultante (xilulosa-
5P) es dividida por el enzima fosfocetolasa en la triosa fosfato gliceraldehido-3P y en acetil-
fosfato. Dependiendo del tipo de aceptor de electrones disponible el acetil-fosfato puede ser 
metabolizado a ácido acético con la formación de una molécula de ATP o reducido por medio 
de deshidrogenasas a acetaldehído y etanol. La triosa fosfato es metabolizada vía glucólisis. A 
este tipo de metabolismo que produce, además del ácido láctico, cantidades equimoleculares de 
CO2 y acetato o etanol, se le llama fermentación heteroláctica. La relación entre el acetato y el 
etanol depende del potencial redox del sistema. El rendimiento energético neto por hexosa 
metabolizada es sólo de 1 mol de ATP (Fig. 2.1.). 
Las bacterias que usan exclusivamente la fermentación homoláctica se llaman bacterias 
homofermentativas mientras que son bacterias heterofermentativas aquellas que usan la vía 6-
PG/PK para fermentar la glucosa. 
Hay que tener en cuenta que, en algunas condiciones, la fermentación vía glucólisis 
puede producir una fermentación heteroláctica, lo que significa que, además del ácido láctico, 
estas bacterias producen metabolitos finales típicos del metabolismo heterofermentativo como el 
CO2, ácido acético o etanol. Estos productos se forman cuando los niveles de FBP, el activador 
del enzima LDH, son muy bajos y se activan rutas alternativas de metabolización del piruvato.  
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Estas rutas alternativas pueden producir, tanto en las bacterias homo como en las 
heterofermentativas, además de los citados metabolitos, otros compuestos, algunos de gran 
potencial organoléptico, como el diacetilo, propanona, butanodiona, butanodiol, butanol...  
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Fig. 2. 1.: Metabolismo de carbohidratos en bacterias lácticas hofermentativas y 
heterofermentativas. A la izquierda se describe la ruta glucolítica y a la derecha la ruta del 6- 
fosfogluconato/fosfocetolasa.  Las reacciones del PTS están indicadas con líneas discontinuas. 
Algunos enzimas clave están resaltados en óvalos oscuros. Las abreviaturas usadas para las 
mismas son: PFK: fosfofructoquinasa, GAPDH: gliceraldehido 3-P deshidrogenasa, PYK: 
piruvato quinasa, LDH: lactato deshidrogenasa, PKL: fosfocetolasa, ACK: acetato quinasa, 
ADH: alcohol deshidrogenasa.  
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A partir de los patrones de fermentación anteriormente descritos es posible dividir a las 
bacterias lácticas en tres grupos. El primer grupo incluye aquellos organismos que son 
homofermentativos obligados en los cuales los azúcares únicamente pueden ser fermentados 
vía glicólisis. El segundo grupo incluye las bacterias que son heterofermentativas obligadas 
pues solamente utilizan la ruta 6-PG/PK para metabolizar azúcares. La diferencia entre un grupo 
y el otro es la presencia o ausencia de las enzimas claves de cada ruta, la FBP aldolasa en la ruta 
glucolítica y la fosfocetolasa en la ruta 6-PG/PK. La falta del enzima fosfocetolasa en las 
bacterias del primer grupo les impide fermentar pentosas. El tercer grupo posee una situación 
intermedia. A simple vista parecen organismos homofermentativos obligados porque poseen la 
enzima FBP aldolasa constitutiva y fermentan las hexosas vía glucólisis, pero la presencia de 
pentosas inducen la expresión de la enzima fosfocetolasa y se produce una fermentación 
heteroláctica. Este tercer grupo se comporta como homofermentativo en lo que se refiere a las 
hexosas y heterofermentativo en lo referente a pentosas. Las bacterias que pertenecen a este 
grupo son llamadas por tanto heterofermentativas facultativas. 
Otra característica que ha servido para diferenciar a las bacterias homo y 
heterofermentativas es la presencia o ausencia del PTS, respectivamente. Este sistema de 
transporte está estrechamente relacionado con la metabolización de azúcares vía glucólisis 
debido a que es necesaria la producción de dos moles de PEP por hexosa consumida para que se 
ponga en funcionamiento la cadena de fosforilación PTS. Por ello, siempre se había creído que 
las bacterias heterofermentativas obligadas, al producir únicamente una molécula de PEP por 
molécula de azúcar metabolizado, no poseían actividad PTS. Recientes estudios han desmentido 
esta afirmación y se ha demostrado que, aunque no es muy frecuente, algunas bacterias 
heterofermentativas obligadas poseen actividad PTS (Nagasaki et al., 1992; Saier et al., 1996).  
 
Lactobacillus casei, el microorganismo objeto de estudio, está incluido dentro del tercer 
grupo. Es una bacteria heterofermentativa facultativa que fermenta normalmente las hexosas vía 
glucólisis pero posee la enzima fosfocetolasa inducible por pentosas. Así, esta bacteria produce 
la mayor parte de la energía necesaria para su crecimiento oxidando azúcares vía glucólisis.   
 
2.- La glucólisis 
La glucólisis es una ruta metabólica que lleva a cabo la oxidación de glucosa y fructosa 
para la obtención de energía. Esta ruta genera el ATP necesario para la biosíntesis de material 
celular, pero también, un exceso de e- en forma de NADH que ha de ser reciclado vía reacciones 
que conllevan la reducción de metabolitos intermediarios. Esta ruta está muy bien descrita y 
existen numerosas revisiones al respecto así que, a continuación, se van a describir los pasos 
que la componen sin ser detallados (Fig. 2. 1.). 
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 La vía glucolítica se divide en tres etapas. La primera es la conversión de la glucosa en 
FBP y consta de tres pasos. El primero es la fosforilación de la glucosa en el C-6 (si es que el 
azúcar no ha sido fosforilado al entrar en el interior celular por el PTS) llevada a cabo por la 
enzima hexoquinasa. El segundo paso consiste en la isomerización de la glucosa-6P en 
fructosa-6P catalizada por la enzima fosfoglucosa isomerasa y el tercero es una segunda 
reacción de fosforilación, en el C-1, gracias a la actuación de la fosfofructoquinasa. Esta etapa 
da lugar a un compuesto, la FBP, que es fácilmente escindible en dos moléculas de tres 
carbonos. La segunda etapa consta de cuatro pasos. El primero es la división de la FBP en 
gliceraldehído-3P y dihidroxiacetona fosfato, gracias a una enzima llamada aldolasa. El GAP es 
la molécula que sigue la ruta glucolítica, pero no la dihidroxiacetona-P. Sin embargo, esta 
última puede convertirse fácilmente en la primera gracias a la actuación de la enzima triosa 
fosfato isomerasa que realiza la isomerización de una molécula en la otra. Así pues, se forman 
dos moléculas de GAP a partir de una molécula de FBP. Los dos pasos siguientes de la segunda 
etapa sirven para recoger parte de la energía contenida en el GAP. La primera reacción, 
catalizada por la gliceraldehído 3P deshidrogensa (GAPDH), consiste en la conversión del 
GAP en 1,3-bisfosfoglicerato (1, 3-BPG). El compuesto fosforilado que se forma en esta 
reacción de oxido-reducción posee un elevado potencial de transferencia de grupo fosforilo que 
es utilizado en la siguiente reacción para generar ATP. Es la enzima fosfoglicerato quinasa la 
que cataliza la trasferencia del grupo fosforilo desde el 1, 3-BPG al ADP dando lugar a ATP y 
3-fosfoglicerato. En la ultima etapa de la glicólisis, el 3-fosfoglicerato se convierte en piruvato y 
se forma ATP. La primera reacción de esta etapa consiste en un reordenamiento intramolecular. 
La posición del grupo fosforilo se desplaza desde el carbono 3 al 2 dando lugar al 2-
fosfoglicerato, en una reacción catalizada por la fosfoglicerato mutasa. En un segundo paso, el 
enzima enolasa deshidrata el 2-fosfoglicerato dando lugar a fosfoenolpiruvato (PEP). Este 
compuesto también posee un alto potencial de transferencia del grupo fosforilo por lo que en la 
última reacción de la glicólisis se transfiere ese grupo fosforilo hasta el ADP sintetizándose 
ATP a la vez que el PEP se convierte en piruvato. Esta reacción la cataliza la enzima piruvato 
quinasa. 
 
2.1.- Regulación de la glucólisis 
En muchas organismos, el flujo a través de la glucólisis está regulado a nivel de dos 
reacciones que tienen en común la transferencia de grupos fosfato y que son irreversibles en 
condiciones normales. La primera reacción está catalizada por la enzima fosfofructoquinasa 
(PFK, EC 2.7.1.11) y la otra por la enzima piruvato quinasa (PYK, EC 2.7.1.40). Los sustratos y 
productos de sus reacciones se muestran en la Fig. 2. 2. El papel de estos enzimas en el control 
del flujo glucolítico se ve reflejado en sus sofisticadas propiedades reguladoras tanto a nivel 
alostérico como genético. En muchos microorganismos, como L. lactis (Llanos et al., 1993), 
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Lactobacillus bulgaricus (Branny el al., 1993), Bacillus stearothermophilus (Sakai et al., 1993), 
Mycoplasma genitalium (Fraser et al., 1995) o Spiroplasma citri (Chevalier et al., 1990), los 
genes pfk y pyk que codifican la PFK y la PYK, respectivamente, se encuentran adyacentes en el 
cromosoma, constituyendo un operón bicistrónico que se transcribe en un mismo ARNm. Sin 
embargo, esta proximidad cromosómica no se observa en E. coli donde pfkA, el gen que codifica 
la PFK mayoritaria, no se encuentra al lado del gen pykF, que codifica PYK. 
Es normal que los genes que se encuentran en un mismo operón codifiquen enzimas que 
catalizan reacciones sucesivas. Así, por ejemplo, en L. bulgaricus, existe un operón tricistrónico 
que contiene los genes que codifican las enzimas gliceraldehído 3-P deshidrogenasa, triosa-
fosfato isomerasa y la fosfoglicerato quinasa, que catalizan tres reacciones sucesivas en la ruta 
glucolítica (Branny et al., 1998). 
 
 
Fosfofructoquinasa
fructosa 6-P fructosa 1,6-BP
PEP piruvato
Piruvato quinasa
 
 
Fig 2. 2.- Reacciones 
glicolítcas catalizadas 
por los enzimas 
fosfofructoquinasa y 
piruvato quinasa. 
 
 
 
 
 
Aunque es mucho menos frecuente el agrupamiento en un mismo operón de genes que 
codifican enzimas no consecutivas en una ruta metabólica, ésto es lo que sucede con los genes 
pfk y pyk. Las reacciones catalizadas por PFK y PYK están separadas siete pasos en la ruta 
glucolítica por lo que la presencia de los genes pfk y pyk en un mismo operón sugiere que la 
transcripción conjunta de ambos genes en un único ARN mensajero puede ser importante en el 
control del flujo glucolítico. Debido a que la expresión de ambos genes es simultanea, las 
enzimas PFK y PYK nunca son sintetizadas independientemente, produciéndose una cantidad 
relativa de ambas similar. Sin embargo, las actividades enzimáticas han de ser controladas 
separadamente para acomodar el flujo glicolítico a través de las reacciones que catalizan ya que 
normalmente, el flujo a través de la PFK suele ser mayor que a través de la PYK. Ésto se debe a 
que alguno de los intermediarios entre la FBP y el PEP son usados como precursores en la 
síntesis de compuestos necesarios para la célula, como las pentosas fosfato o los fosfolípidos. 
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Además, parte del PEP es consumido por el sistema PTS para el transporte de azúcares en vez 
de ser sustrato de la PYK.   
 
2.1.1.- Modulación alostérica de los enzimas de la glucólisis 
La glucólisis está sujeta a una estricta regulación alostérica por sus propios metabolitos 
intermedios y finales, así como por el Pi, ADP, ATP y la relación NADH/NAD+. Esta 
regulación tan controlada se produce para que el flujo a través de la ruta se produzca siempre al 
ritmo que exija la demanda energética celular. Los puntos de control de la vía son, como ya 
hemos dicho anteriormente, las enzimas fosfofructoquinasa (PFK) y piruvato quinasa (PYK) 
que catalizan reacciones irreversibles y que, además, son especialmente sensibles a la 
modulación alostérica.  
 
2.1.1.1.- Fosfofructoquinasa 
             La PFK, regulada por la unión reversible de efectores alostéricos, es el elemento 
de control de la ruta en la mayoría de microorganismos. En E. coli, es inhibida por 
concentraciones altas de PEP, que hacen que disminuya la afinidad de la enzima por su sustrato, 
la fructosa-6P. La acción inhibidora del PEP es contrarrestada por el ADP o GDP de modo que 
la actividad de la enzima aumenta cuando la carga de energía es baja, y así, la glucólisis se 
estimula (Blangy et al., 1968; Blangy, 1971). En B. stearothermophilus, la enzima 
fosfofructoquinasa es inhibida por PEP, que se une al único sitio de unión para efectores 
alostéricos. Esta unión disminuye la capacidad de la enzima para unirse a su sustrato (Valdez et 
al., 1989). El modelo que explica el mecanismo alostérico de la fosfofructoquinasa en estos dos 
últimos microorganismos implica la existencia de la enzima en equilibrio entre dos estados 
conformacionales diferentes, llamados R y T, que poseen la misma afinidad por el ATP pero 
diferente afinidad por el sustrato fructosa-6P y los efectores alostéricos. El estado R une la 
fructosa-6P y el activador alostérico, GDP o ADP. El estado T une el inhibidor, el PEP. La 
unión del PEP produce un cambio conformacional que “cierra” el lugar de unión de la fructosa-
6P impidiendo su unión. Se ha demostrado que la PFK de E. coli está mayoritariamente en 
estado T en ausencia de ligando. Por el contrario, la enzima PFK de B. stearothermophilus está 
principalmente en estado R en ausencia de sustrato y es insensible a la activación por GDP. La 
inhibición alostérica producida por PEP supone una disminución de la afinidad por el sustrato, 
produciendo un cambio conformacional que desplaza el equilibrio a favor del estado T (Auzat et 
al., 1995). 
 La PFK de L. bulgaricus tiene un comportamiento diferente a las respectivas enzimas 
de E. coli y B. stearothermophilus ya que existe en una forma conformacional híbrida entre el 
estado T y el R en el que el sitio activo está en estado R, capaz de unir la fructosa-6P, pero el 
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sitio de regulación está en estado T, por lo que también es capaz de unir PEP. La unión del PEP 
a este híbrido no induce una transición entre estado T y R que disminuiría la afinidad por la 
fructosa-6P, sino que produce un cambio en el pK de un grupo ionizable que controla la 
velocidad máxima del enzima haciendo que la actividad dependa del pH del medio. Por lo tanto, 
la PFK de L. bulgaricus es insensible a GDP o ADP, los activadores alostéricos en la PFK de E. 
coli, e inhibida por PEP solo a pH ácido (Le Bras et al., 1991). En L. lactis, como en E. coli, la 
fosfofructoquinasa es fuertemente inhibida por PEP y se estimula por ADP. 
 
2.1.1.2.- Piruvato quinasa 
            La piruvato quinasa, por catalizar una reacción irreversible (la última de la ruta) 
también controla el flujo glucolítico. El activador alostérico de esta enzima en E. coli es la FBP. 
La activación le permite mantener la velocidad de consumo del exceso de intermediarios de la 
vía. El ATP inhibe alostéricamente la enzima para hacer más lenta la glucólisis si la carga 
energética es alta. En B. stearothermophilus, la enzima PYK es activado por AMP o ribosa-5P, 
e inhibida por ATP o fructosa 1,6-bifosfato (Tanaka et al., 1995). En L. lactis esta actividad es 
inhibida por Pi y activada por fructosa-1,6-bisfosfato (Thompson y Torchia, 1984). 
La piruvato quinasa de L. bulgaricus está fuertemente activada por glucosa-6P, ribosa-
5P y fructosa-6P, con un aumento de afinidad por el PEP. Esta enzima también parece ser 
débilmente activada por AMP e inhibida por fructosa-1,6-bisfosfato. Sin embargo, tanto el AMP 
como la FBP actúan como inhibidores fuertes en presencia de los activadores fuertes, ya que 
estos efectores débiles impiden la activación que producen la glucosa-6P, la ribosa-5P y la 
fructosa-6P (Le Bras y Garel, 1993). 
 
2.1.1.3.- Gliceraldehído 3-P deshidrogenasa 
            Existe una tercera actividad enzimática importante en la regulación de la 
glucólisis, la gliceraldehído-3P deshidrogenasa (GAPDH). En Lactococcus lactis, la GAPDH 
tiene un papel clave en la modulación del flujo de carbono (Poolman et al., 1987). En esta 
bacteria, la relación NADH/NAD+ regula la actividad de la GAPDH, así como la de la L-lactato 
deshidrogenasa (LDH) (Garrigues et al., 1997; Even et al., 1999). Una relación NADH/NAD+ 
alta produce la inhibición del enzima GAPDH. Cuando esta actividad se vuelve limitante, la 
cantidad de triosas fosfato del interior celular aumenta produciendo una inactivación de la 
enzima piruvato formato liasa. El aumento del ratio NADH/NAD+ produce activación de la 
enzima LDH, así que, cuando se inactiva la GADPH, el metabolismo se vuelve principalmente 
homoláctico en vez de ácido-mixto. Esto confirma el papel tan importante que tiene este enzima 
controlando el flujo a través de la glucólisis y en la reorientación del catabolismo del piruvato. 
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2.1.2.- Regulación genética de la glucólisis 
En la glucólisis existe también un control transcripcional que regula las cantidades 
totales de los enzimas clave de la ruta para ajustarlas a las necesidades metabólicas del 
momento. Como se ha descrito, existen mecanismos generales de modulación de la actividad 
enzimática por efectores alostéricos muy similares en todo tipo de bacterias, sin embargo, 
parece que, los mecanismos que regulan la expresión de estos enzimas son muy distintos en las 
diferentes especies bacterianas.  
En Gram-negativos, y en concreto en E. coli, se han descrito algunas proteínas 
reguladoras específicas. Una de ellas es FruR, recientemente rebautizada Cra. Esta molécula 
está implicada en la regulación de genes del transporte y fosforilación de la fructosa así como 
del catabolismo de otros azúcares, pero también es un represor/activador que se une al ADN en 
presencia de FBP dejando de reprimir los genes glucolíticos. En ausencia de FBP activa 
diversos genes de la gluconeogénesis (Bledig et al., 1996; Saier y Ramsaier, 1996). Otro 
regulador involucrado en el control de la glucólisis en Gram-negativos es CsrA (carbon storage 
regulator A). Se trata de un regulador postranscripcional global que controla la expresión de los 
factores de invasión, motilidad, síntesis de glucógeno, ciclo de Krebs, etc. En E. coli, activa los 
genes glucolíticos pgi, tpi, eno, pykF y pfkA y a su vez, reprime la síntesis de glucógeno y genes 
implicados en gluconeogénesis, como los que codifican para fosfoglucomutasa, fructosa-1,6 
difosfatasa, PEP sintasa, piruvato quinasa anabólica (pykA) y fosfofructoquinasa anabólica 
(pfkB) (Sabnis et al., 1995).  
En Gram-positivos, los elementos que regulan la expresión de los genes glucolíticos son 
de naturaleza distinta a los descritos en E. coli. Se sabe que CcpA, el regulador de la ruta de 
transducción de señal PTS/CcpA, responsable de la represión/activación catabólica, podría tener 
un importante papel en la regulación de la glucólisis en estas bacterias. Así, en B. subtilis, la 
presencia de glucosa activa la expresión de los genes, ack, pta, gap y del operon pgk, que 
incluye los genes tpi, pgk, pgm y eno, pero este efecto desaparece en un mutante ccpA. Esto 
indica que CcpA controla la expresión de estos genes en presencia de glucosa (Tobish et al., 
1999). En Lactococcus lactis, también hay resultados que sugieren que CcpA actúa como 
inductor sobre el operón las, formado por los genes pfk, pyk, y ldh (Luesink et al., 1998). En 
cambio, estos genes no parecen estar controlados por CcpA en B. subtilis.  
En este grupo de bacterias tan sólo se ha caracterizado otro mecanismo de regulación de 
expresión génica de la glucólisis. En él interviene un nuevo regulador, esta vez de la familia 
SorC/DeoR, denominado CggR, codificado por el gen cggR, situado delante del agrupamiento 
de genes que contiene, el gen gapA y el operón  tpi-pgk-pgm-eno, en B. subtilis y L. delbrueckii 
(Fillinger et al., JBC 2000; Branny et al., 1998). En B. subtilis se ha podido demostrar que 
CggR está implicado en la inducción de estos genes cuando la glucólisis está activa, aunque se 
desconoce el mecanismo de activación. 
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3.- La glucólisis en L. casei 
Se tiene muy poca información genética sobre L. casei y, en concreto, no se sabe nada a 
cerca de los genes que codifican los enzimas glucolíticos. Es por ello que estudios preliminares 
sobre la regulación glucolítica se hicieron midiendo actividades enzimáticas (Monedero, 1997. 
Tesis Doctoral). Las actividades glucolíticas en la cepa silvestre presentaban un mayor nivel 
cuando las células eran crecidas en glucosa, frente al crecimiento en lactosa o ribosa. Esta 
inducción por glucosa se vio reducida en los mutantes man, afectados en el transportador PTS 
de la glucosa, aunque los niveles de actividad de estos mutantes sobre lactosa y ribosa no 
acusaron esta reducción. Los mutantes ccpA, que poseen un menor crecimiento frente a la cepa 
silvestre, mostraron actividades parecidas a la cepa parental en la mayoría de las enzimas 
glucolíticas, sin embargo, algunas actividades se expresaron a un nivel mayor en estos mutantes. 
Concretamente, en las actividades fosfofructoquinasa (PFK) (Fig. 2. 3.) y piruvato quinasa 
(PYK) la mutación ccpA produce un aumento de actividad tanto en glucosa como lactosa o 
ribosa, dos veces mayor en comparación con la cepa silvestre. No se encontró ninguna actividad 
que fuera activada por CcpA, es decir, que se expresara a niveles menores en el mutante ccpA 
que en la cepa silvestre. Incluso la actividad acetato quinasa, que en B. subtilis es activada por 
CcpA (Grundy et al., 1993), en L casei está reprimida en glucosa 2 veces en la cepa silvestre 
respecto al  mutante ccpA (Fig. 2. 3.). Estos resultados demostraban que el regulador CcpA y 
algún elemento relacionado con el PTS de la glucosa de L. casei podrían poseer un efecto 
represor o activador, respectivamente, sobre algunas actividades enzimáticas del metabolismo 
de carbohidratos.  
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Fig. 2. 3.- Medida de la actividad fosfofructoquinasa (PFK) y la actividad acetato 
quinasa (ACK) en la cepa silvestre de L. casei y en los mutantes ccpA, man y el doble mutante 
man ccpA crecidos en medio MRS con glucosa (gris claro), lactosa (gris intermedio) y ribosa 
(gris oscuro).  
 
La falta de información sobre los genes que codifican estos enzimas nos impedía hacer un 
análisis molecular del fenómeno a nivel transcripcional. No se podía afirmar, por ejemplo, que 
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la posible represión ejercida por CcpA se debiera a la unión del mismo a zonas cre de los 
promotores de los genes glucolíticos. Es por ello que el principal objetivo de este capítulo de la 
tesis fue clonar los genes que codifican los enzimas glucolíticos pfk y pyk y hacer un estudio 
transcripcional de los mismos.  
 
RESULTADOS 
 
1.- Aislamiento del gen pfk de L. casei y estudio de la secuencia génica  
Para comprobar si las diferencias encontradas en las actividades enzimáticas PYK y 
PFK estaban relacionadas con diferencias en la expresión de los genes que codifican estas 
proteínas (pfk y pyk), decidimos clonarlos. Como se ha mencionado en la introducción, en 
otras bacterias lácticas como Lactococcus lactis o Lactobacillus bulgaricus (Llanos et al., 
1993; Branny et al., 1993), estos genes forman parte de un mismo operón. Haciendo un 
alineamiento de proteínas PFK de estos microorganismos, se diseñaron un par de 
oligonucleótidos (PFK1 y PFK5) a partir de zonas conservadas de este enzima para ser 
utilizados en reacciones de PCR. Usando como molde el ADN de L. casei se obtuvo una 
única banda del tamaño esperado que fue secuenciada. La secuencia mostró homología con 
pfk y su secuencia de aminoácidos deducida mostró similitud con PFKs. Este fragmento fue 
utilizado para rastrear una librería genómica en pJDC9, transformada en E. coli DH5α y 
sembrada en medio LB. El estudio por PCR de unas 500 colonias dio un clon positivo cuyo 
ADN plasmídico fue analizado. El plásmido, llamado pFK24, portaba un inserto de 4 kb que 
contenía el gen pfk completo. Un total de 2 kb de pFK24 que abarcaban las960 pb del gen 
pfk, 869 pb de su extremo 5’ y 171 pb de su extremo 3’ fueron secuenciadas (Fig. 2.4.).  
El homólogo al gen pfk de L. casei está precedido por un posible sitio de unión a 
ribosomas -11 GAGG y codifica una proteína de 319 aminoácidos con un peso molecular de 
34 KDa. Esta proteína presenta un 62% y un 63% de identidad con los PFKs de L. lactis y L. 
bulgaricus, respectivamente, conservando todos los residuos relacionados con la unión de 
efectores y la catálisis (Fig. 2.5.). 58 nucleótidos por detrás del extremo 3’ del gen pfk se 
encontró el inicio de una ORF incompleta, que continuaba únicamente 118 pb antes de 
alcanzar el extremo 3’ del inserto de ADN clonado en pJDC9, con un posible sitio de unión 
a ribosomas –16AGGAG (Fig. 2.4.). Esta ORF podría codificar un péptido que comparte un 
79% y un 65% de identidad con el extremo N-terminal de PYK de L. bulgaricus y B. 
stearothermophillus, respectivamente. No se encontró ningún terminador obvio entre pfk y 
el posible pyk, sugiriendo que, como en otros microorganismos, ambos genes son parte de 
una misma unidad transcripcional. 
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    ...GCACATGATGTTCGGACCTTGTTTGATGCCAAGCATCACGCAGAACTTTCGCTCTACACC 
        A  H  D  V  R  T  L  F  D  A  K  H  H  A  E  L  S  L  Y  T   
       TTAGCGGAAGAGTTAACATTTTAATCTCGTAAACAAACGACATTAACGTCTGTTTAAATA 
        L  A  E  E  L  T  F  *   
       ATTTCAAGGAGCGATTTCACTTATGAAAAAAACCAAGATCGTCAGCACGCTTGGACCTGC 
                              M  K  K  T  K  I  V  S  T  L  G  P  A  
       AAGTAACACCACTGATATCATCGTTAAGTTGATTGAAGCGGGTGCCAACGTTTTCCGTTT... 
         S  N  T  T  D  I  I  V  K  L  I  E  A  G  A  N  V  F  R   
RBS pyk
pfk
pfk pyk
pUCpfk
RG5-6
RG3-4 RG7-8
RG9-10
sonda pfk sonda pyk
SalI SalI
BglIIdnaE
BamHI
RG1-2
CGATACTGGGTCACTGCTGACACCAGCTTGATGGCTGATCTTGAATCGCGGTTTGGTGCGGCTAATGTGGTGTTGCGA             
D  K  R  Y  W  V  T  A  D  T  S  L  M  A  D  L  E  S  R  F  G  A  A  N  V  V     
AAACGACAAGAAGAATAGAGAAAATTGTAAAATGTTCTCATTTTCAGGGACTTTGTTTCTGAAAAGTGGTAAACTCAA
K  R  Q  E  E  *                                -35                  -10 
TGAGTATTTGTGATGGGACAAATCGCAAAAGAATATGCATGAGGTGAAATAATGAAACGCATTGGTATTTTGACCAGT
RBS        M K  R  I  G  I  L  T  S 
GGCGGGGATGCGCCTGGCATGAACGCCGCGGTCCGCGCTGTTGCTCGCAAGGCGATGCACGAAGGCCTTGAAGTATAT
G  G  D  A  P  G  M  N  A  A  V  R  A  V  A  R  K  A  M  H  E  G  L  E  V  Y  
 
Fig. 2.4.- Representación esquemática del fragmento de secuencia cromosómica de L. 
casei que contiene el operón pfk-pyk y el final de una ORF que codifica una proteína con 
homología a la enzima ADN polimerasa III. Se muestra también el inserto que contiene el 
plásmido pUCpfk, así como los fragmentos de PCR utilizados como sonda de hibridación. 
Nombrados como RGx-x están los cinco fragmentos amplificados por PCR utilizados para 
realizar el ensayo de retardo en gel. Debajo del esquema se muestran unas 300 pb que incluyen el 
final del gen homólogo a dnaE (que posiblemente codifica la ADN polimerasa III) con las 
secuencias capaces de formar una estructura en horquilla de terminación, el posible promotor pfk-
pyk con los sitios –10 y –35, el sitio de unión a ribosomas y el ATG de inicio del enzima PFK. 
En el recuadro inferior se muestra la secuencia intergénica pfk-pyk, con el final de pfk, la posible 
zona de unión a ribosomas de pyk (RBS) y, enmarcadas, las posibles zonas de reconocimiento de 
ribonucleasas tipo ARNasa E. 
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Las 118 pb secuenciadas de pFK24 con homología a pyk no eran suficientes para ser 
usadas como sonda en futuros análisis así que se realizó un nuevo rastreo en la librería 
genómica de L. casei para buscar el gen completo.  A pesar de analizar muchos posibles clones, 
la búsqueda de la región 3’ de pyk no fue fructífera. Sin embargo, por digestión con BglII, 
ligación y PCR reverso, se obtuvieron 700 pb adicionales de la secuencia de pyk.  
En posición 5’ respecto a pfk se encontró el final de una ORF que mostró un 59% y un 
50% de identidad con dnaE, el gen que codifica la subunidad alfa del enzima ADN polimerasa 
III, de Bacillus halodurans y L. lactis, respectivamente (Fig. 2.4.).  
 
E.coli          1 MIKKIGVLTSGGDAPGMNAAIRGVVRSALTEGLEVMGIYDGYLGLYEDRMVQLDRYSVSDMINRGGTFLG
B.subtilis      1 -MKRIGVLTSGGDSPGMNAAVRAVVRKAIYHDVEVYGIYNGYAGLISGKIEKLELGSVGDIIHRGGTKLY
L.lactis        1 -MKRIAVLTSGGDAPGMNAAIRAVVRKAISEGIEVYGINHGYAGMVAGDIFPLTSASVGDKIGRGGTFLY
L.bulgaricus    1 -MKRIGILTSGGDAPGMNAAVRAVTRVAIANGLEVFGIRYGFAGLVAGDIFPLESEDVAHLINVSGTFLY
L.casei         1 -MKRIGILTSGGDAPGMNAAVRAVARKAMHEGLEVYGINYGFAGLVAGDIFKMNESTVGDKIQRGGTMLY
                                       ¿   ¿   
 
E.coli         71 SARFPEFRDENIRAVAIENLKKRGIDALVVIGGDGSYMGAMRLTEMGFPCIGLPGTIDNDIKGTDYTIGF
B.subtilis     70 TARCPEFKTVEGREKGIANLKKLGIEGLVVIGGDGSYMGAKKLTEHGFPCVGVPGTIDNDIPGTDFTIGF
L.lactis       70 SARYPEFAQVEGQLAGIEQLKKFGIEGVVVIGGDGSYHGAMRLTEHGFPAVGLPGTIDNDIVGTDFTIGF
L.bulgaricus   70 SARYPEFAEEEGQLAGIEQLKKHGIDAVVVIGGDGSYHGALQLTRHGFNSIGLPGTIDNDIPYTDATIGY
L.casei        70 SARYPQFAQEEGQLRGVEQLNKFGIEALVVIGGDGSYHGALALTRHGFNTIGLPGTIDNDIPYTDFTIGF
                                                   º                        =   
 
E.coli        141 FTALSTVVEAIDRLRDTSSSHQRISVVEVMGRYCGDLTLAAAIAGGCEFVVVPEVEFSREDLVNEIKAGI
B.subtilis    140 DTALNTVIDAIDKIRDTATSHERTYVIEVMGRHAGDIALWAGLAGGAESILIPEADYDMHEIIARLKRGH
L.lactis      140 DTAVSTVVDALDKIRDTSSSHNRTFVVEVMGRNAGDIALNAGIAAGADDICIPEKEFKFENVVNNINKGY
L.bulgaricus  140 DTACMTAMDAIDKIRDTASSHHRVFIVNVMGRNCGDIAMRVGVACGADAIVIPERPYDVEEIANRLKQAQ
L.casei       140 DTAVNTVVEAVDRLRDTAASHERTFVIEVMGREAGDIALWSGVAGGAEDVIIPEHDFDVKKIASKLQSSR
                                ¿ ¿     =      = º               *  
 
E.coli        211 AKGKKHAIVAITEHMCDVDELA-HFIEKETGRETRATVLGHIQRGGSPVPYDRILASRMGAYAIDLLLAG
B.subtilis    210 ERGKKHSIIIVAEGVGSGVEFG-KRIEEETNLETRVSVLGHIQRGGSPSAADRVLASRLGAYAVELLLEG
L.lactis      210 EKGKNHHIIVLAEGVMTGEEFATKLKEAGYKGDLRVSVLGHIQRGGSPTARDRVLASRMGARAVELLRDG
L.bulgaricus  210 ESGKDHGLVVVAEGVMTADQFM-AELKKYGDFDVRANVLGHMQRGGTPTVSDRVLASKLGSEAVHLLLEG
L.casei       210 ERGQKHAVILLAEGVMHADQFA-KELAAHGDFQLRSTVLGHIVRGGAPSARDRVLASQMGSYAVELLLQG
                       ¿      =                     =    =   =    
 
E.coli        280 YGGRCVGIQNEQLVHHDIIDAIENMKRPFKGDWLDCAKKLY-------------------- 
B.subtilis    279 KGGRCVGIQNNKLVDHDIIEILETKHTVEQNMYQLSKELSI-------------------- 
L.lactis      280 IGGVAVGIRNEELVESPILGTAEEGALFSLTTEGGIKVNNPHKAGLELYRLNSALNNLNLN 
L.bulgaricus  279 KGGLAVGIENGKVTSHDILDLFDESHRGDYDLLKLNADLSR-------------------- 
L.casei       279 KGALAVGIENNKITAHDVRTLFDAKHHAELSLYTLAEELTF-------------------- 
 
 
Fig. 2.5.- Alineamiento de secuencias PFK de distintos microorganismos. Se señalan los 
residuos conservados relacionados con la actividad catalítica o con la unión de efectores: (¿) 
aminoácidos relacionados con la unión de fructosa-6-P, (º) aminoácidos relacionados con la 
unión de ATP, (=) aminoácidos relacionados con la unión de PEP y ADP, (*) aminoácido 187 
que en L. casei es un residuo de glutámico. 
 
2.- Inactivación de los genes pfk-pyk y expresión de pfk en E. coli 
La comparación de aminoácidos y el estudio de la estructura genética sugería que las 
secuencias clonadas podrían corresponder a los genes pfk y pyk de L. casei. Para demostrar la 
función de los genes clonados tratamos de construir mutantes PFK y PYK mediante una 
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integración de tipo Campbell de los vectores pVBpfk y pVBpyk (derivados del vector suicida 
pRV300) que contenían, respectivamente, fragmentos internos de pfk y pyk. A pesar de que 
fueron realizados varios intentos de inactivación, únicamente se obtuvieron integraciones 
cromosómicas al azar, como se confirmó por Southern blot. Siendo L. casei totalmente 
dependiente de la glucólisis, es posible que tanto mutaciones en el gen pfk como pyk tengan 
como resultado un severo defecto en el crecimiento.  
 
Para analizar la funcionalidad del gen pfk clonado, un fragmento SalI de 1400 pb de 
pFK24, que contenía el gen completo, fue usado para construir el plásmido pUCpfk. La 
presencia de pUCpfk en E. coli DH5α produjo un aumento de tres veces en la actividad PFK de 
un extracto celular en relación con la cepa control (209 ± 29 nmol/min.mg prot en la cepa 
control, frente a 746 ± 49 nmol/min.mg prot). Este aumento de actividad permitió establecer que 
el gen pfk probablemente codifica la enzima PFK.  
 
3.- Análisis transcripcional del operón pfk-pyk 
El ARN total de L. casei fue hibridado con una sonda pfk y otra pyk en experimentos 
Northern. En ambos análisis se detectó un ARNm de 2.9 Kb mientras que bandas adicionales de 
1.9 Kb y 1 Kb fueron obtenidas con la sonda pyk y pfk, respectivamente. El tamaño del 
mensajero mayor concuerda con el tamaño de un transcrito que cubriría los genes pfk-pyk en L. 
bulgaricus (Branny et al., 1996), indicando que en L. casei ambos genes también se transcriben 
conjuntamente. Los tamaños de los transcritos más pequeños concuerdan con el tamaño previsto 
para los genes pfk y pyk. La intensidad del mensajero pfk es tan baja que el transcrito 
únicamente se observa al sobre-exponer la película de autoradiografía. Es por ello que en el 
Northern que se muestra en la Fig. 2.6. no se llega a apreciar la banda de 1 Kb. Al no haber sido 
encontrado ningún terminador entre un gen y otro, la escisión del ARNm de 2.9 Kb podría ser 
producida por un procesamiento postranscripcional del ARN llevado a cabo probablemente en 
el posible sitio de procesado de la endorriblonucleasa ARNasa E encontrado en esta región (Fig. 
2.4.). 
El ARN utilizado en los experimentos de hibridación fue aislado de la cepa silvestre, de las 
cepas mutantes man, ccpA y de la doble mutante man ccpA, crecidas en las mismas condiciones 
que aquellas usadas para la determinación de las actividades enzimáticas, esto es, sobre glucosa, 
lactosa y ribosa. El patrón de expresión en todas las cepas ensayadas fue el mismo, 
indistintamente de que se utilizara la sonda pfk o pyk. Los niveles del mensajero pfk-pyk (2.9 
Kb) obtenidos para la cepa silvestre BL23 aumentaron progresivamente en células crecidas en 
ribosa, glucosa y lactosa. La presencia de la mutación man redujo 5 veces el nivel de 
transcripción de pfk-pyk en células crecidas en glucosa mientras que los niveles en lactosa y 
ribosa se mantuvieron igual que en la cepa silvestre (comparar BL23-G con BL30-G Fig. 2.6a). 
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En el mutante ccpA el patrón de expresión fue diferente al encontrado en la cepa silvestre ya que 
se aprecia un aumento en la expresión progresivo en ribosa, glucosa y lactosa y además, nivel de 
mensajero detectado fue dos veces mayor que en la cepa silvestre (comparar calles BL23-G,L,R 
con BL71-G,L,R Fig. 2.6a). El doble mutante ccpA man tuvo un comportamiento intermedio: la 
expresión en lactosa y en ribosa está al mismo nivel que en el simple mutante ccpA pero en 
glucosa la expresión es similar a la encontrada en la cepa silvestre.  
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Fig. 2.6.- Estudio Northern de la expresión de los genes pfk y pyk. Los ARNs usados 
para el experimento fueron extraídos de cultivos crecidos en glucosa (G), lactosa (L) y ribosa 
(R). En el apartado a) se utilizaron además de la cepa silvestre BL23, las cepas mutantes BL30 
(man), BL71 (ccpA) y BL72 (man ccpA). Debajo del Northern se muestra una gráfica con la 
media de la intensidad de los mensajeros de 2.9 Kb calculada como el área del pico de las bandas 
observadas en la película de autoradiografía. En el apartado b) el ARN provenía de las cepas 
BL23, BL121 (ptsH1; Ser46Ala) y BL126 (ptsI). El primero de los Northerns de cada apartado 
corresponde a la hibridación con una sonda pfk, y el segundo con una sonda pyk. A la derecha, 
marcados con flechas, está indicado el tamaño en kilobases de los mensajeros obtenidos.  
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Con el fin de estudiar la incidencia de mutaciones en los elementos generales del PTS 
sobre la transcripción de este operón, también se aisló ARN de la cepa BL121 (ptsH1; 
Ser46Ala) crecida en los tres azúcares y de BL126 (ptsI) crecida únicamente en glucosa y 
ribosa, dada la imposibilidad que tiene de crecer en lactosa por no poder sintetizar el enzima I 
del PTS. En estas cepas, los niveles transcripcionales en los azúcares PTS glucosa y lactosa 
fueron bajos y de un nivel similar a los encontrados en ribosa (Fig. 2.6b). 
Para confirmar que la expresión del ARNm pfk-pyk no está inducida por la presencia de 
azúcares metabolizados vía glucólisis sino por la presencia de azúcares transportados por PTS, 
se aisló ARN de un cultivo crecido en maltosa, un disacárido no PTS formado por dos 
moléculas de glucosa. En este azúcar, los niveles de mensajero en la cepa silvestre fueron casi 
inapreciables mientras que en el mutante ccpA fueron claramente detectables (Fig. 2.7.).  
 
 
BL23
G       M       G       M    
BL71 
2.9 Kbpfk
Fig. 2.7.- Análisis Northern de la 
expresión de pfk en la cepa silvestre BL23 
y en el mutante ccpA, BL71. Los ARNs 
fueron extraídos de cultivos crecidos en 
glucosa (G) y maltosa (M). El tamaño 
molecular del mensajero se muestra a la 
derecha, en kilo-bases. 
 
 
Los datos obtenidos en los ensayos de expresión génica coinciden con la proporción de 
las actividades PFK y PYK medidas en los ensayos enzimáticos, con una mejor correlación 
entre la actividad y los niveles de ARNm para PYK que para PFK. En ellos se concluye que 
tanto el tranporte de azúcares por el PTS, como la presencia de una proteían HPr funcional, 
promueven una fuerte inducción (5 veces) del operón pfk-pyk, mientras que CcpA reprime, por 
un factor de dos, la expresión del mismo.  
 
4.- Experimentos de retardo en gel con  la región promotora pfk-pyk  
Para comprobar la posible regulación del operón pfk-pyk por CcpA se realizaron 
ensayos de retardo en gel. Cinco fragmentos correlativos de 180 pb y solapantes entre 35 y 50 
pb fueron usados para realizar ensayos de retardo en gel. Los fragmentos, que fueron llamados 
RG1-2, RG3-4, RG5-6, RG7-8 y RG9-10, se extendían desde la posición -414 a la +297 
respecto al codón de inicio de la traducción de PYK (Fig. 2.4.). RG1-2 (desde -414 hasta -240) 
contenía la única secuencia homologa a cre encontrada, con solo una desviación respecto al 
consenso. Debido a su posición lejana respecto al posible inicio de la transcripción es probable 
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que esta secuencia cre no esté involucrada en la regulación de pfk. RG3-4 se extiende desde -
282 hasta -109 e incluye el codón de parada del gen que codifica el homólogo a la ADN 
polimerasa III. RG5-6 (desde -148 hasta +36) contiene el posible promotor pfk con las 
secuencias de inicio de la transcripción –35 y –10 y la secuencia de unión a ribosomas. RG7-8 y 
RG9-10, que se extienden desde +1 hasta +179 y desde +128 hasta +297 respectivamente, 
contienen el principio del gen pfk. 
  a  b  c   a  b  c   a   b  c  a   b  c   a  b  c 
RG1-2 RG3-4 RG5-6 RG7-8   RG9-10
ADN de unión 
   inespecífica  Complejo ADN-proteína
Fragmentos de ADN 
 
 
Fig. 2.8.- Ensayo de retardo en gel con distintos fragmentos correlativos y solapantes de 
ADN de unas 180 pb comprendidos entre la posición –414 hasta la +297 respecto al codón de 
inicio de la traducción del gen pfk. Los distintos fragmentos han sido nombrados RG1-2, RG3-4, 
RG5-6, RG7-8 y RG9-10. La calle (a) para cada fragmento representa el ensayo en ausencia de 
proteínas,  la calle (b) en presencia de CcpA y la calle (c) en presencia de CcpA y P-Ser-HPr. El 
ADN de unión inespecífica es el plásmido linearizado pWH802, de elevado peso molecular y sin 
presencia de sitios cre.  
 
Cada uno de estos fragmentos fue incubado en la mezcla de ensayo en ausencia de 
proteínas (a), en presencia de CcpA (b) o en presencia de CcpA y P-Ser-HPr (c) (Fig. 2.8.). Sólo 
la migración del fragmento de ADN RG5-6 fue claramente retardada por la presencia de CcpA 
pero, tanto CcpA como CcpA junto HPr-Ser-P, producían un retardo similar. La capacidad de 
CcpA de unirse a la región promotora pfk parece no depender de la presencia de P-Ser-HPr. 
Según estos resultados in vitro, CcpA podría unirse a la zona promotora de pfk-pyk sin 
participación de HPr-Ser-P, contrariamente a lo que ocurren en la represión catabólica. Esto 
explicaría porqué en la cepa BL121, donde hay ausencia de P-Ser-HPr pero CcpA es funcional, 
no aumenta la transcripción de pfk-pyk (Fig. 2.6b.). Sin embargo, desconocemos el posible 
mecanismo de actuación de CcpA para su unión con esta zona promotora así como su secuencia 
cre de reconocimiento. Hay que hacer notar que también se aprecia un pequeño retardo en la 
migración del fragmento RG1-2, que posee una secuencia homóloga a cre (excepto por la 
inserción de una base: TGTGAACCGGATTCA). Esta migración tampoco parece estar afectada 
por la presencia o ausencia de P-Ser-HPr. No se sabe si esta secuencia cre es capaz de afectar a 
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la regulación del operón pfk-pyk, pero dada la lejanía al posible sitio de inicio de la 
transcripción, no es muy probable que intervenga en su regulación.  
 
DISCUSIÓN 
 
La mayor fuente de energía para L. casei procede de la degradación de carbohidratos vía 
glucólisis con la consiguiente formación de ácido láctico. En la mayoría de microorganismos el 
control del flujo glucolítico depende de la actividad de la enzima fosfofructoquinasa, que 
cataliza el paso de fructosa-6-fosfato a fructosa-1,6-bisfosfato, porque esta reacción es el paso 
limitante en la ruta. Otro punto de control del flujo glucolítico suele ser la última reacción de la 
ruta, catalizada por el enzima pyruvato quinasa. La PYK cataliza la conversión de 
fosfoenolpiruvato y ADP en ácido pirúvico y ATP en una reacción esencialmente irreversible in 
vivo. Las actividades de estos dos enzimas están reguladas de forma coordinada debido a que el 
sustrato de un enzima es el efector alostérico de la otra y viceversa. Esta asociación a nivel de 
regulación de la actividad enzimática también se ve reflejada a nivel de la estructura génica, 
dado que pfk y pyk forman parte del mismo operón en muchas bacterias. Esto sucede, por 
ejemplo, en B. stearothermophilus, C. acetobutylicum u otras bacterias lácticas próximas a L. 
casei como L. bulgaricus (Sakai y Ohta, 1993; Belouski et al., 1998; Branny et al., 1996). En L. 
lactis, los genes pfk y pyk forman parte del mismo operón junto con el gen ldh que codifica el 
enzima L-lactato deshidrogenasa (Llanos et al., 1993). En L. casei hemos obtenido claras 
evidencias que muestran que los genes pfk y pyk forman también parte del mismo operón y se 
transcriben conjuntamente en un ARN mensajero de 2.9 Kb. Por tanto, el gen ldhL no forma 
parte de este operón tal como ocurre en L. lactis. Además de este transcrito, los experimentos de 
hibridación mostraron la presencia de mensajeros más pequeños que correspondían al tamaño 
descrito para los genes pfk y pyk por separado. La búsqueda de estructuras terminadoras de la 
transcripción en la zona intergénica pfk-pyk fue infructuosa lo que sugirió que el ARNm podría 
sufrir un procesamiento postranscripcional vía endoribonucleasas. La degradación del ARN 
bacteriano puede ser llevada a cabo por dos tipos diferentes de endorribonucleasas, la ARNasa 
III y la ARNasa E. La primera digiere cadenas dobles de ARN mientras que la segunda corta el 
ARN en sitios específicos de las cadenas simples. No se han encontrado estructuras secundarias 
en la secuencia intergénica entre pfk y pyk usando el programa Mfold, que pudieran ser las 
dianas de la enzima ARNasa III, sin embargo, existe una región rica en nucleótidos A+U que 
podría corresponder al área susceptible de corte para la ARNasa E. Es posible, por tanto, que la 
endorribonucleasa E sea la responsable del procesamiento del mensajero pfk-pyk de 2.9 Kb (Fig. 
2.4.). Un fenómeno similar ha sido descrito en el operón citQRP de L. lactis var. diacetilactis, 
donde tanto la ARNasa E como la ARNasa III procesan el ARNm permitiendo la expresión de 
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citP de forma preferente (Didier et al., 1999). Los dos transcritos obtenidos tras el 
procesamiento de ARN deben poseer diferente grado de estabilidad, que podrían utilizarse para 
controlar su expresión. Mientras que el mensajero de 1.9 Kb, que corresponde al transcrito del 
gen pyk, se observa en todos los análisis Northern sea cual sea las condiciones de cultivo o las 
cepas utilizadas, el mensajero pfk de 1 Kb solo se observa tras exponer as películas un tiempo 
muy prolongado y en los ARN que proceden de cultivos crecidos en azúcares PTS. 
La transcripción de pfk y pyk está controlada por un mismo promotor aunque las 
reacciones que catalizan las enzimas que codifican están separadas siete pasos dentro de la ruta 
glucolítica. La expresión conjunta de estos genes en un mismo mensajero produciría cantidades 
comparables de los enzimas que codifican. Sin embargo, las actividades enzimáticas han de 
estar controladas separadamente para acomodarse a las diferencias en el flujo a través de las 
reacciones que ellas catalizan. Es por ello que estos enzimas están alostéricamente regulados, 
pudiéndose así tener un control muy fino de las actividades PFK y PYK. La regulación 
enzimática por medio de efectores alostéricos es uno de los mayores mecanismos de control 
metabólico debido a que acopla la actividad de un determinado enzima a los cambios en las 
concentraciones de compuestos producidos en reacciones que están muy alejadas dentro del 
mapa metabólico.  
La PFK de L. lactis es alostéricamente activada por ADP y GDP, cuando las células 
necesitan energía, y es inhibida por PEP. La PYK está modulada positivamente por la fructosa 
1-6 bifosfato y negativamente por el fosfato inorgánico Pi (Thompson y Torchia, 1984). El PEP 
actúa inhibiendo la PFK según un mecanismo de retroalimentación, es decir, si la cantidad de 
PEP celular aumenta mucho porque su metabolización, vía PYK, está saturada, actuará como 
inhibidor alostérico del primer enzima de la glucólisis, la PFK, para que no se sinteticen más 
precursores y el sistema deje de estar saturado. Se han propuesto dos mecanismos para explicar 
esta inhibición (Auzat et al., 1994). El primero es un mecanismo típicamente alostérico donde la 
interacción entre el PEP y el enzima produce un cambio conformacional en la proteína desde un 
estado R activo hasta un estado T inactivo. El segundo mecanismo únicamente se produce a pH 
ácido cuando la unión de PEP aumenta el pK de un grupo ionizable crítico, que debe de estar 
desprotonado para ser activo. El residuo en posición 187 de la proteína PFK es crucial para la 
regulación por PEP. En E. coli o B. subtilis, el residuo es un glutamato y la inhibición por PEP 
ocurre a través del mecanismo alostérico. En L. lactis o L. bulgaricus el residuo 187 es un 
aspartato y la inhibición ocurre sólo a través de el cambio en el pK del enzima. En L. casei, la 
mayoría de los residuos relacionados con la catálisis, la interacción entre subunidades o la unión 
a efectores están conservados (Fig 2.5.). El residuo 187 del enzima de L. casei es un glutamato 
lo que nos sugiere que la regulación enzimática por PEP podría estar producida a través de un 
mecanismo alostérico no dependiente del pH y no por un cambio en el pK del residuo como 
ocurre en otras bacterias lácticas.  
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Se sabe muy poco sobre la regulación de la expresión de los genes glucolíticos en 
bacterias lácticas. En L. casei hemos demostrado que la transcripción del operón pfk-pyk está 
inducida en presencia de azúcares PTS, como refleja la baja tasa de transcripción que se 
encuentra en ribosa o maltosa, o cuando la glucosa es transportada por permeasas y no por PTS 
(mutante man). El PTS y la glucólisis parecen estar estrechamente relacionados en dos puntos. 
Primero, los azúcares PTS, al entrar en la célula fosforilados, son los sustratos más rápidamente 
metabolizables y son directamente canalizados hacia la glucólisis. Por otro lado, parte del PEP 
disponible como sustrato de PYK es desviado hacia el transporte de azúcares por PTS. Esta 
relación tan próxima entre PTS y glucólisis puede explicar la necesidad de acoplar los niveles 
de enzimas glucolíticos en presencia de azúcares PTS. La mayor expresión del operón pfk-pyk 
en los cultivos crecidos en el azúcar PTS lactosa frente a los crecidos en glucosa podría deberse 
a que la glucosa posee, además del efecto de inducción al entrar por vía PTS, el efecto de 
represión catabólica mediada por CcpA que no posee la lactosa. Además, la lactosa es un 
disacárido que al entrar en el interior celular es escindido en dos hexosas. Esto podría suponer 
doble “trabajo” para la ruta glucolítica, al que la célula responde produciendo mayor cantidad de 
enzimas, especialmente del catabolismo de las triosas, para metabolizar el azúcar.  
El elemento del PTS que pudiera estar implicado en la inducción de la expresión del 
promotor pfk-pyk podría ser la proteína HPr, ya que, los mutantes BL121 y BL126, que poseen 
afectada la fosforilación en los residuos de Ser-46 e His-15 (ver capítulo I), respectivamente, 
poseen tasas de transcripción muy bajos, similares a las encontradas para la ribosa, el azúcar no-
PTS.  Contrariamente a lo que pasa en L. lactis, en L. casei la proteína CcpA parece reprimir la 
transcripción de estos dos genes glucolíticos. El mecanismo de represión de la transcripción 
parece ser independiente de la formación del complejo CcpA/P-Ser-HPr, como sugieren las 
diferencias de expresión observadas en los mutantes ccpA y ptsH1 (S46A) o el similar retardo 
de la migración del fragmento RG5-6, que contiene la zona promotora, en presencia de CcpA 
con o sin P-Ser-HPr. Si esta represión supone una unión directa del CcpA a la zona promotora 
pfk-pyk, deberíamos encontrar una secuencia operadora cre en ese área. Sin embargo, la 
búsqueda de esa secuencia en el fragmento RG5-6 no reveló ningún cre con menos de tres bases 
dispares respecto al consenso. Aunque ha sido descrita la unión de CcpA a sitios cre no muy 
conservados, no se puede descartar un efecto indirecto de CcpA sobre la transcripción de pfk-
pyk o un nuevo mecanismo de regulación en el que CcpA actúe independientemente de la 
formación del complejo CcpA/P-Ser-HPr, uniéndose a otro tipo de secuencia operadora. La 
existencia de una secuencia homóloga a cre a una distancia de –400 pb del sitio de inicio de la 
traducción, con una única desviación sobre en consenso, nos abre la posibilidad de estudiar si 
está relacionada con la regulación del operón pfk-pyk. Las secuencias cre muestran gran 
variabilidad en cuanto a su posición con respecto al inicio de la transcripción de los genes que 
regulan. Muchas veces esta secuencia solapa la zona promotora, así, la presencia del complejo 
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CcpA/P-Ser-HPr unido a la zona cre, impide el inicio de la transcripción. Otras veces el sitio 
cre se localiza dentro de la ORF. Entonces, el mecanismo de represión catabólica interfiere en la 
elongación de la transcripción (Hueck y Hillen, 1995). La distancia máxima a la que se ha 
encontrado un sitio cre son unas 200 pb desde el sitio de inicio de la transcripción, por lo que la 
presencia de una secuencia homóloga a cre en posición –400 respecto del inicio de la traducción 
de pfk, nos hace pensar que no ha de ser funcional.  
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INTRODUCCIÓN 
 
1.- El PEP y el ácido pirúvico, intermediarios clave en el metabolismo de azúcares 
Los procesos fermentativos relacionados con las bacterias lácticas se caracterizan por la 
acumulación de ácidos orgánicos con la consiguiente bajada de pH. Son las condiciones ácidas 
creadas durante la fermentación las que permiten aumentar la vida media de los alimentos 
fermentados. Los niveles y proporciones de los metabolitos finales formados dependen de los 
organismos utilizados, de las condiciones de cultivo existentes y de las condiciones ambientales 
a las que estén sujetas los procesos fermentativos. Normalmente, en las bacterias lácticas, el 
compuesto mayoritario formado es el ácido láctico, aunque también se obtienen una serie de 
moléculas volátiles reducidas. Algunos de estos volátiles, como el acetaldehído o el diacetilo, 
tienen gran potencia organoléptica y son responsables del aroma deseado (aroma de yogurt y 
mantequilla, respectivamente) en los productos alimenticios obtenidos mediante la fermentación 
láctica. 
Las bacterias con metabolismo fermentativo oxidan sustratos para generar 
intermediarios ricos en energía, que son usados para la obtención de ATP por fosforilación a 
nivel de sustrato. En L. casei, un microorganismo heterofermentativo facultativo, la oxidación 
de azúcares se realiza, como ya se mencionó en el capítulo II, vía glucólisis. La oxidación da 
lugar a la formación de NADH que ha de ser oxidado a NAD+ para poder continuar con los 
procesos fermentativos. El piruvato juega un papel clave en las fermentaciones sirviendo como 
aceptor de electrones en el paso de regeneración del NAD+. Este metabolito es producto del 
intermediario glucolítico fosfoenolpiruvato (PEP). El PEP tiene dos alternativas de 
metabolización: donar el grupo fosforilo al enzima I del PTS e iniciar así el ciclo de transporte 
de azúcares, o ser usado por el enzima piruvato quinasa para formar ATP. En ambos casos, la 
pérdida del grupo fosfato del PEP da lugar a la formación de piruvato (Fig. 2. 1.). Como ya se 
ha mencionado en el capítulo II, la enzima PYK está sujeta a regulación alostérica siendo la 
FBP su activador y el Pi su inhibidor alostérico (Thompson, 1987). Cuando la glucólisis 
funciona en óptimas condiciones, porque hay disponibilidad de sustratos, los niveles de FBP son 
altos, por lo que la PYK está muy activada y la concentración remanente de PEP, baja. Si las 
concentraciones extracelulares de azúcares son limitantes, la vía glucolítica se ralentiza, 
produciéndose una disminución en los niveles de FBP y un aumento del Pi. En esta situación, la 
actividad de la enzima PYK disminuye y se produce una acumulación de PEP y de los 
compuestos glucolíticos intermediarios que preceden al PEP como el 3-fosfoglicerato o el 2-
fosfoglicerato. La concentración intracelular de estos metabolitos se denomina “potencial PEP” 
y permite que la célula esté preparada para iniciar rápidamente el transporte de azúcares por el 
PTS y su metabolización vía glucólisis en el momento que exista disponibilidad de 
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carbohidratos. El “potencial PEP” es también importante para mantener los niveles energéticos 
durante las épocas de ayuno gracias a la actividad residual PYK. 
 
2.- Rutas alternativas de metabolización del piruvato 
Durante la fermentación, la mayor parte del piruvato es reducido a ácido láctico, pero 
existen otras rutas alternativas para su fermentación. Las rutas que poseen las bacterias lácticas 
para reducir pirúvico se muestran en la Fig. 3. 1., aunque no todas son usadas por una misma 
bacteria. Cada especie usa diferentes vías dependiendo de las condiciones de crecimiento o de la 
disponibilidad de los enzimas. 
Una de las rutas alternativas de reducción del ácido pirúvico es la ruta de la enzima α-
acetolactato sintasa, que conlleva la formación de diacetilo y acetoína. Esta ruta es muy 
importante a nivel industrial porque, como ya se ha mencionado, el diacetilo posee gran 
potencia organoléptica. Esta ruta metabólica únicamente se pone en funcionamiento si la 
cantidad de pirúvico en el interior celular es superior al necesario para regenerar el NAD+. Un 
exceso de pirúvico se puede conseguir de dos maneras: si existe el en medio alguna fuente de 
piruvato alternativa a los carbohidratos fermentables o si existe otra molécula capaz de reducirse 
y actuar como receptor de electrones, como el oxígeno. En el caso de las fermentaciones lácteas, 
es la metabolización del citrato presente en la leche la que permite que aumente la 
concentración de pirúvico, pues mediante la denominada “ruta del citrato” (citrato permeasa y 
citrato liasa), este metabolito se transforma en oxalacetato y acetato, siendo el oxalacetato 
posteriormente convertido en piruvato y CO2 gracias a la enzima oxalacetato descarboxilasa 
(Hugenholtz, 1993). En general, una concentración baja de azúcares, aireación y un pH bajo 
favorecen la formación de diacetilo/acetoína. El diacetilo se produce por descarboxilación 
oxidativa (reacción no-enzimática) del metabolito α-acetolactato, que se forma a partir de dos 
moléculas de pirúvico gracias a la actividad de la enzima α-acetolactato sintasa (Hugenholtz, 
1993; Marugg et al., 1984). Este enzima posee muy baja afinidad por el piruvato y es por ello 
que sólo se activa cuando hay un exceso del mismo (Snoep et al., 1992). El α-acetolactato 
puede ser descarboxilado por acción de la α-acetolactato descarboxilasa para dar acetoína 
(Phalip et al., 1994). La acetoína y el 2,3 butanodiol se producen en mayor cantidad que el 
diacetilo, pero estas sustancias contribuyen poco al aroma de los productos lácteos fermentados. 
 Otra de las ramas del metabolismo del piruvato es el sistema de la piruvato formato 
liasa. La enzima piruvato-formato liasa (PFL) cataliza el paso de piruvato y coenzimaA (CoA) a 
formato y acetil-CoA. El acetil-CoA puede ser utilizado posteriormente como aceptor de 
electrones  dando como producto final etanol, o como precursor de una fosforilación a nivel de 
sustrato vía el acetil-P. Los productos finales formados cuando actúa este sistema son: formato, 
acetato y etanol. El sistema PFL únicamente es activo en condiciones anaerobias, ya que el 
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enzima es inactivo en presencia de oxígeno (Thomas y Turner, 1981; Takahashi et al., 1982). 
Este sistema se activa cuando se produce una disminución en el flujo glucolítico. La reducción 
del flujo afecta a las actividades que compiten por el piruvato, la lactato deshidrogenasa (LDH) 
y la PFL, pues son reguladas alostéricamente por los metabolitos intermediarios cuyas 
concentraciones varían al disminuir el flujo a través de la glucólisis.  
PIRUVATO
acetil-CoA
acetil-P
formato
acetato
acetil-P
acetoína
2,3-butanodiol
α-acetolactato
diacetilo
Hidroxietil-TPP
etanolacetato
acetaldehído
lactato
CO2
CO2
CO2
CO2
CO2 ATP
ADP
ADP
ATP
NAD+
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NADH 
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NADH + H+NADH
NAD+
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O2
H2O2
CoA CoA
CoA
CoA
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ALSTPP
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Fig. 3. 1.- Rutas del metabolismo del piruvato. La flecha punteada indica la única 
reacción no enzimática. Los metabolitos más importantes y los productos finales están 
enmarcados. Las enzimas que catalizan las reacciones más importantes están resaltadas en 
círculos. Las abreviaturas utilizadas son: DS: diacetilo sintasa; ALS: acetolactato sintasa; ADC: 
acetolactato descarboxilasa; PFL: piruvato formato liasa; PDH: piruvato deshidrogenasa; Pox: 
piruvato oxidasa; ACK: acetato quinasa; LDH: lactato deshidrogenasa. 
 
La enzima LDH de muchas bacterias lácticas, en concreto, L. casei, necesita la 
presencia de la FBP para ser activa (Garvie, 1980) mientras que la PFL se inactiva cuando las 
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concentraciones de triosas fosfato son elevadas (Takahashi et al., 1982). Así, cuando existe en el 
medio una limitación de sustratos fermentables, la célula responde regulando ciertas actividades 
enzimáticas que impiden que el pirúvico sea convertido únicamente en ácido láctico. En esta 
situación, las concentraciones de triosas fosfato disminuyen lo que permite la activación del 
sistema PFL. A través de esta ruta se puede obtener energía en forma de ATP gracias a la 
fosforilación a nivel de sustrato que se produce a partir del acetil-P y vía la enzima acetato 
quinasa. 
El complejo piruvato deshidrogenasa, que produce acetil-CoA, ha sido descrito en 
Lactococcus (Broome et al., 1980; Smart y Thomas, 1987; Cogan et al., 1989). Se activa en 
condiciones aeróbicas y a pH bajos, pero es inhibido cuando las concentraciones de NADH son 
altas. Este sistema tiene un papel anabólico ya que la producción de acetil-CoA va encaminada a 
la síntesis de lípidos en condiciones aeróbicas. En condiciones de anaerobiosis, este papel lo 
juega la PFL con la ventaja de no tener que reducir una molécula de NAD+ en el proceso. Los 
productos finales de esta ruta son acetato y/o etanol.  
La vía de la piruvato oxidasa convierte el piruvato en CO2 y acetil-P con la formación 
de H2O2, en presencia de O2. Este enzima está relacionado con el metabolismo aeróbico de L. 
plantarum, que produce grandes cantidades de ácido acético en presencia de aire (Sedewitz et 
al., 1984).   
 En condiciones aeróbicas, la fermentación ácido mixta se produce como resultado de la 
activación de la NADH oxidasa formadora de H2O (López de Felipe et al., 1998). Esta enzima 
disminuye rápidamente las concentraciones de NADH disponibles para la LDH haciendo que la 
metabolización del piruvato se desvíe hacia otras rutas.  
 
3.- El ácido láctico 
Pero, es el ácido láctico el producto mayoritariamente formado en el metabolismo de las 
bacterias lácticas. La formación de ácido láctico a partir del ácido pirúvico depende de la 
actividad de la enzima lactato deshidrogenasa. A diferencia de los animales y plantas que 
producen exclusivamente el isómero L- del ácido láctico, las bacterias lácticas pueden producir 
isómero L-, isómero D- o incluso una mezcla de los dos durante la fermentación de azúcares. 
Esto depende de la presencia o ausencia de las enzimas L- o D-lactato deshidrogenasa 
estereoespecíficas. Normalmente, en los casos en los que ambos isómeros de ácido láctico están 
presentes, las células poseen una enzima L-LDH y otra D-LDH. En estos casos, la relación entre 
isómeros depende de la fase de crecimiento, ya que la actividad de estas enzimas está 
influenciada por el pH del medio o por la concentración interna de piruvato (Garvie, 1980). En 
algunas especies, la producción del isómero D- se debe a la actuación de una enzima llamada D-
hidroxi-isocaproato deshidrogenasa (D-HicDH) que posee homología con las D-LDH (Bernard 
et al., 1994; Delcour et al., 1993). En L. bulgaricus se ha caracterizado tanto una enzima D-
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HicDH como una enzima D-LDH (Bernard et al., 1994; Bernard et al., 1991). Solamente 
algunas especies, como L. sakei o L. curvatus poseen una enzima llamada racemasa capaz de 
convertir el ácido L-láctico en ácido D-láctico (Garvie, 1980; Sneath et al., 1986). 
Además de ser un producto final, el ácido láctico puede ser utilizado en varios procesos 
que sirven para la obtención de energía. Por ejemplo, en ausencia de glucosa, L. plantarum es 
capaz de usar el lactato como fuente de energía tanto en condiciones aeróbicas como 
anaeróbicas (Lindgren et al, 1990; Murphy et al., 1985). El ácido láctico está también 
relacionado con el mantenimiento de la fuerza protón-motriz a través de la membrana 
citoplasmática gracias a la extrusión de protones en co-transporte. La fuerza protón-motriz es 
esencial en algunos procesos metabólicos como el transporte de aminoácidos o azúcares 
(Konings et al., 1994). 
La razón o la posible ventaja de producir una mezcla de ambos isómeros del ácido 
láctico y de la presencia de ambas enzimas no está muy clara. Por ejemplo, en L. plantarum, que 
produce ambos isómeros en una relación 50/50%, gracias a la presencia una L-LDH y una D-
LDH, la inactivación de la enzima L-LDH no cambia la tasa de crecimiento o la concentración 
total de ácido láctico formado. La ausencia de L-láctico es suplida por un aumento en la 
producción de ácido D-láctico. Ocurre lo mismo en el caso de la sobre-expresión de la enzima 
L-LDH, ya que un aumento de cinco veces en la actividad de esta enzima, no hace variar la 
relación en las concentraciones finales de D- y L- láctico (Ferain et al., 1994).  
 
4.- Genes que codifican los enzimas productores de ácido láctico 
Los genes que codifican estas enzimas han sido clonados en varios microorganismos, 
muchos de ellos del género Lactobacillus. Así, en L. plantarum, se han estudiado los genes ldhL 
y ldhD que codifican las enzimas L-LDH y D-LDH (Ferain et al., 1996). En L. sakei, 
microorganismo que produce ácidos L- y D- láctico, se clonó e inactivó el gen ldhL. El mutante 
obtenido no produjo ni L-láctico ni D-láctico lo que demostraba indirectamente la presencia de 
una enzima racemasa que en la cepa silvestre convierte el ácido L-láctico en D-láctico (Malleret 
et al., 1998). En L. johnsonii al inactivar el gen ldhD se perdió totalmente la actividad D-LDH, 
que es la más importante en la cepa silvestre, pero la actividad L-LDH remanente fue suficiente 
para redirigir todo el piruvato acumulado hacia la formación de L-láctico. Únicamente se 
observó un aumento marginal en la producción de metabolitos secundarios como el 
acetaldehído, diacetilo o acetoína (Lapierre et al., 1999).  
 Todos estos genes nombrados son unidades monocistrónicas. Únicamente en 
Lactococcus lactis, el gen ldhL forma parte del operón las junto con los genes pfk y pyk que 
codifican los enzimas fosfofructoquinasa y piruvato quinasa. La presencia de estos tres genes 
tan importantes del metabolismo de azúcares en un mismo operón sugiere una regulación 
coordinada a nivel transcripcional. Esto, junto con la regulación alostérica de las enzimas, hacen 
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que la célula pueda adecuarse rápidamente a la disponibilidad de fuentes de carbono (Llanos et 
al., 1993). La presencia de un sitio cre en la secuencia promotora del operón junto con la 
observación de que la transcripción del operón disminuyen en un mutante ccpA cuando las 
células se crecen en glucosa, sugiere que este operón está activado transcripcionalmente por 
CcpA (Luesink et al., 1998). 
El análisis de la secuencia promotora del gen monocistrónico ldhL de S. thermophilus 
reveló la presencia de una secuencia cre por delante de la secuencia –35, característica de 
promotores activados por CcpA. También en este microorganismo se vio que, en los mutantes 
ccpA, la expresión génica disminuía en lactosa, indicándonos que CcpA puede ser un regulador 
positivo de este gen. Además, dado que la activación que produce es mucho mayor en células 
crecidas en lactosa que en glucosa o galactosa podría deducirse que en este microorganismo la 
lactosa es el azúcar preferente (Bogaard et al., 2000). 
 
5.- En L. casei 
Se sabe que L. casei produce una mezcla isomérica de ácido láctico como resultado de 
la fermentación de azúcares. Esta producción resulta de la conversión del ácido pirúvico en 
ácido láctico gracias a la actuación de dos enzimas estereoespecíficas, la L-lactato 
deshidrogenasa (LDH) y la D-hidroxi-isocaproato deshidrogensa (D-HicDH), que presenta 
homología con enzimas D-LDH de otras bacterias. Los genes que codifican ambas enzimas han 
sido clonados y sus secuencias están presentes en las bases de datos. El gen ldhL, de 981 pb, 
codifica una proteína L-LDH en la que pueden ser identificados todos los residuos relacionados 
con el reconocimiento del sustrato, la catálisis y la regulación alostérica. Para este gen se ha 
determinado el nucleótido de inicio de la transcripción y las secuencias –35 y –10 que regulan la 
transcripción (Kim et al., 1991). La búsqueda en la zona promotora de una secuencia cre de 
unión a CcpA fue infructuosa por lo que no se puede afirmar, a priori, si la expresión génica está 
regulada por CcpA como en otras bacterias.  
El gen hdhD ha sido parcialmente secuenciado. También se ha determinado para este 
gen el inicio de la transcripción y tampoco se pudo encontrar una secuencia homóloga a cre en 
la zona promotora. La proteína que codifica, la D-HicDH, pertenece a una familia que incluye 
2-hidroxi-ácido deshidrogenasas estereoespecíficas de isómeros D. Aunque no posee mucha 
homología con las L-LDH deshidrogenasas, sí que tiene muy conservado el dominio de unión a 
NADH (Lerch et al., 1989). 
 
6.- Ingeniería genética de los enzimas que metabolizan el piruvato 
Se ha hecho ya hincapié en que el diacetilo es un compuesto de gran valor comercial por 
ser esencial en el aroma de los productos lácteos como el queso o la mantequilla o en aquellos 
productos no-lácteos donde el aroma a mantequilla es deseable. Es por ello que la mejora 
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biotecnológica de las bacterias lácticas va encaminada, en gran medida, a aumentar la 
producción de este compuesto. La producción de diacetilo o de su precursor, el α-acetolactato, 
ha sido ampliamente estudiada. Normalmente se asocia a unas condiciones de cultivo 
determinadas o a la utilización del citrato, pero existen limitaciones en la producción del mismo 
dado que el citrato es un componente minoritario en la mayoría de materias primas. Es por ello 
que recientemente, diversos trabajos, han tratado de redireccionar el metabolismo de azúcares 
de las bacterias lácticas mediante ingeniería genética. Así, en L. lactis, se ha construido, por 
mutagénesis dirigida, una cepa deficiente en el enzima lactato deshidrogenasa en la que el 
piruvato no puede ser convertido en lactato y la fermentación se vuelve ácido mixta con la 
formación de formato y etanol como productos mayoritarios. En este mutante, en condiciones 
aeróbicas, el piruvato se acumula permitiendo la formación de elevadas concentraciones de 
acetoína y butanodiol (Gasson et al., 1996). Otra estrategia realizada, la sobre-expresión del 
enzima α-acetolactato sintasa, también conlleva un aumento de acetoína (Snoep et al., 1992). 
Pero, es cuando se combinan ambas estrategias cuando se consiguen mucho mejores resultados 
y aun así, las concentraciones de diacetilo obtenidas son bajas (Platteeaw et al., 1995). Por ello, 
se están llevando a  llevado a cabo otras muchas estrategias, como la inactivación de la piruvato 
formato liasa  (Arnau et al., 1997) o la α-acetolactato descarboxilasa (Swindell et al., 1996), la 
sobre-expresión de la NADH oxidasa (López de Felipe et al., 1998) y combinaciones de las 
mismas para aumentar el rendimiento de producción de diacetilo (Hugenholtz et al., 2000).  
 
7.- Objetivos del capítulo III 
En este capítulo se va a abordar el estudio del efecto que produce en L. casei la 
inactivación de los genes que codifican las enzimas formadoras de ácido láctico. Se pretende así 
conocer cual es el fenotipo de la cepa resultante así como cuáles son las rutas que toman los 
flujos de carbono cuando se interrumpe la vía principal de reducción del ácido pirúvico. Gracias 
a la utilización  de mutantes como man y ccpA podremos estudiar, por un lado, la regulación del 
propio gen ldhL, y por otro, el papel de la ruta de transducción de señal PTS/CcpA sobre las 
rutas alternativas del catabolismo del piruvato en mutantes ldhL.  
 
RESULTADOS  
 
1.- Inactivación de los genes ldhL y hdhD 
 La construcción de un mutante deficiente en ldhL, gen que codifica el enzima L-lactato 
deshidrogenasa, así como, la inactivación del gen hdhD, que codifica el enzima D-hidroxi-
isocaproato deshidrogenasa, nos permitió interrumpir la ruta de fermentación ácido láctica. El 
procedimiento utilizado para construir los mutantes fue la integración en el cromosoma 
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bacteriano, mediante recombinación de tipo Campbell, del plásmido suicida pRV300 que 
portaba regiones internas de ambos genes. Para clonarlas, se llevaron a cabo reacciones de PCR 
con oligonucleótidos específicos diseñados a partir de las secuencias de los genes ldhL y hdhD 
de L. casei presentes en las bases de datos. Los oligonucleótidos Ldh1 y Ldh2 dieron lugar a un 
fragmento de PCR de 642 pb cuya secuencia correspondía con la descrita para ldhL. Hic1 y 
Hic2 fueron los oligonucleótidos diseñados para obtener un fragmento de 495 pb con secuencia 
homóloga al gen hdhD. Ambos fragmentos fueron clonados en pRV300 dando lugar a los 
plásmidos pVBldh y pVBhic que fueron usados para transformar la cepa silvestre de L. casei 
BL23. La integración de estos plásmidos por entrecruzamiento simple en el locus correcto fue 
comprobada por PCR y clones con el genotipo esperado fueron seleccionados. El mutante ldhL 
fue llamado BL176 y el mutante hdhD fue llamado BL198 
Con la finalidad de obtener más información acerca de la regulación del gen ldhL 
también se obtuvo el doble mutante man ldhL. La mutación man (BL30), como ya se mencionó 
en el capítulo II, impide la entrada de glucosa vía PTS, aunque la bacteria sigue siendo capaz de 
internalizar ese azúcar por medio de una permeasa específica (Veyrat et al., 1994). Al igual que 
para la cepa silvestre, el plásmido pVBldh fue utilizado para inactivar, mediante un 
entrecruzamiento simple, el gen ldhL del mutante man y se comprobó por PCR la correcta 
integración en el locus cromosómico. Todos los integrantes mostraron el genotipo correcto. Se 
tomó uno de ellos y se le denominó BL177. 
 
2.- Curvas de crecimiento y tiempo de duplicación 
Para poder estudiar el efecto de la mutación ldhL en el crecimiento celular, se realizaron 
curvas de crecimiento en MRS basal con diferentes azúcares (glucosa, lactosa y ribosa) y se 
comparó el comportamiento del mutante con el de la cepa silvestre. El resultado fue que, 
mientras la cepa silvestre poseía un tiempo de generación de 100 min en glucosa, 135 min en 
lactosa y 178 min en ribosa, el mutante ldhL incrementó este tiempo en 30 o 45 min (140, 172 y 
222 min, respectivamente). El crecimiento de BL30 y su mutante ldhL en glucosa y lactosa fue 
también estudiado y su comportamiento fue similar al de BL23 y BL176. 
Por otra parte, también se trazó la curva de crecimiento de estos mutantes en medio de 
cultivo MRS basal con 0.1% de glucosa y 0.5% de lactosa. La cepa silvestre de L. casei, como 
ya se ha dicho en el capítulo I, muestra una diauxia muy prolongada con una fase de parada 
diaúxica de unas 15 horas que separa el crecimiento en glucosa del crecimiento en lactosa, 
mientras que la cepa BL30 no posee parada diaúxica cuando se crece en estos dos azúcares. 
Como era de esperar, el doble mutante man ldhL no mostró parada diaúxica como ocurre con su 
cepa parental, pero sorprendentemente, el mutante ldhL tampoco mostró la parada diaúxica que 
muestra la cepa silvestre. Esta falta de diauxia será estudiada en el Capitulo IV de la tesis. 
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3.- Cuantificación de metabolitos celulares 
 
3.1.- Producción de ácido láctico en los mutantes ldhL y hdhD  
El impacto de la inactivación de los genes ldhL y hdhD fue estudiado midiendo las 
concentraciones de ácido L- y D- láctico formado en el sobrenadante de cultivos de las 
diferentes cepas en MRS basal con glucosa. La cepa salvaje produjo L- y D-láctico con una 
relación ± 80:20%. La producción de L-láctico fue de 5.38 ± 0.26 mM en glucosa , 6.17 ± 0.18 
mM en lactosa y 5.26 ± 0.29 mM en ribosa mientras que la concentración de D-láctico fue de 
1.03 ± 0.22 mM en glucosa, 0.38 ± 0.20 mM en lactosa y 0.88 ± 0.10 mM en ribosa. En el 
mutante ldhL y en el doble mutante man ldhL no se detectó presencia de L-láctico mientras que 
la concentración de D-láctico, en cultivos con glucosa, fue la misma que la medida en la cepa 
silvestre crecida en glucosa. Paralelamente, en el mutante hdhD no se detectó D-láctico aunque 
sí que se midió L-láctico. La producción de este isómero aumentó, alcanzándose en el 
sobrenadante de un cultivo con glucosa, la misma concentración de ácido láctico total que en la 
cepa silvestre: 6.41 ± 0.25 mM. Por el contrario, en BL176 y BL177, donde solo se produce el 
isómero D-, la concentración total de láctico no alcanzó los valores que se obtuvieron en la cepa 
silvestre. La disminución de ácido láctico total formado produjo una menor acidificación del 
medio de cultivo. Esto fue muy útil a la hora de asociar la mutación ldhL a un fenotipo visible 
dado el diferente color que se obtiene en el sobrenadante del cultivo cuando se crecen la cepa 
silvestre y el mutante ldhL en MRS basal con un colorante (rojo de clorofenol) que cambia de 
color dependiendo del pH. El pH alcanzado en fase estacionaria de un cultivo con glucosa de la 
cepa silvestre fue de 4.5 ± 0.1 mientras que en BL176 el pH solo disminuyó hasta 5.3 ± 0.2. En 
cultivos con lactosa el pH alcanzado fue 4.45 ± 0.2 y 5.80 ± 0.2 en BL23 y BL176, 
respectivamente.  
Los resultados obtenidos muestran que el enzima L-LDH produce a partir del pirúvico 
la mayor parte del ácido láctico celular. La inactivación del gen ldhL, con la consiguiente 
supresión del enzima L-LDH, supone el bloqueo de la principal ruta de consumo de piruvato 
celular para la regeneración de NAD+, forzando a que este compuesto sea canalizado a través de 
rutas alternativas capaces de aceptar el exceso de e- en forma de NADH generado durante la 
glucólisis. De estas otras rutas secundarias depende la oxidación del NADH formado en la 
glucólisis, sin la cual el metabolismo celular se detendría. Debido a la relativa ineficiencia del 
enzima D-HicDH para reducir el pirúvico y convertirlo en ácido D-láctico (solo produce un 
20% del ácido láctico total), el metabolismo de azúcares en las cepas deficientes en L-LDH se 
convirtió en heterofermentativo. 
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3.2.- Efecto de la mutación ldhL en la acumulación de productos 
secundarios del metabolismo del carbono 
En L. lactis y L. plantarum, el piruvato puede ser reconducido hacia compuestos C2 
como acetil-CoA o acetil-fosfato a través de los enzimas piruvato deshidrogenasa o piruvato 
oxidasa y piruvato formato liasa (PFL). Estas rutas enzimáticas dan lugar a compuestos como el 
formato, acetato, etanol y acetaldehído, con la formación paralela de CO2. Otros productos 
formados a partir del piruvato vía α-acetolactato, son compuestos C4 como el diacetilo, acetoína 
y el 2,3 butanodiol  (Ferain et al., 1996). En la Fig. 3.2. se puede ver un esquema simplificado 
de las diferentes rutas.  
azúcares
piruvato
lactato
glucólisis Pox
ALS
PFL
acetato, CO2
α-acetolactato
diacetilo
acetoína
butanodiol
CO2
formato
acetaldehído
acetato
etanol
ATP
ATP
2xNAD+
NAD+
LDH
 
Fig. 3.2.- Esquema simplificado de las rutas de metabolización del piruvato de L. 
plantarum indicando los enzimas iniciadores de las rutas y los productos finales formados. Pox: 
piruvato oxidasa; ALS: α-acetolactato sintasa; PFL: piruvato formato liasa; LDH: lactato 
deshidrogenasa.  
 
Los metabolitos secundarios anteriormente citados fueron medidos en los mutantes ldhL 
y en sus respectivas cepas parentales. El ácido acético fue cuantificado enzimáticamente en el 
sobrenadante de cultivos en MRS basal con glucosa. La cepa silvestre y la cepa BL30 
produjeron 4.09 ± 0.22 y 2.86 ± 0.15 μM, respectivamente, mientras que se encontró tres veces 
más metabolito en los respectivos mutantes ldhL: la concentración en BL176 fue de 12.27 ± 0.5 
μM  y en BL177 fue de 7.74 ± 0.20 μΜ.  
Cuando las cepas mutantes en ldhL se cultivaron en medio líquido con glucosa, se pudo 
apreciar la formación de CO2, algo nunca observado en L. casei cuando se crece en MRS. La 
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formación de CO2 pudo determinarse visualmente por la presencia de una burbuja de gas en 
campanas de Durhan (Fig 3.3.).  
 
 
 
 
Fig. 3.3.- La foto muestra la formación de 
CO2 en el interior de la campana de Durhan en los 
mutantes ldhL, BL176 y BL177 tras 24 horas de 
incubación cuando fueron crecidos en MRS con 
glucosa. La burbuja de gas formada se señala con una 
flecha. Las cepas parentales BL23 y BL30 no 
producen gas.  
 
 
 
Los principales metabolitos que se obtienen de la fermentación ácido mixta 
(acetaldehído, etanol, propanona, diacetilo, butanona, butanol y butanal) fueron cuantificados 
por cromatografía de gases utilizando un sistema de células en reposo1 (Dauneau et al., 1997). 
Los compuestos que más variación presentaron entre las cepas silvestres y los mutantes ldhL 
fueron el etanol, su precursor el acetaldehído y el diacetilo (Fig. 3.4.). En particular, tras el 
crecimiento en glucosa, la cantidad de acetaldehído y etanol acumulado en la cepa BL176 fue de 
1.5 y 37 veces mayor que en su respectiva cepa parental. El etanol podría producirse a partir del 
piruvato vía acetil-CoA, con el acetil-CoA resultante de la actividad anaeróbica del enzima 
piruvato formato liasa. El diacetilo aumentó sus niveles unas 19 veces en el mutante ldhL en 
relación a la cepa silvestre y podría ser producido a partir de α–acetolactato por 
descarboxilación oxidativa espontánea. En lactosa, los niveles de etanol y diacetilo medidos en 
el mutante ldhL aumentaron 6.8 y 34 veces respectivamente respecto a aquellos encontrados en 
la cepa silvestre BL23.  
El mutante man produjo 1.28 y 5.1 veces la cantidad de acetaldehído y de etanol 
encontrados en la cepa silvestre BL23, pero la producción de diacetilo disminuyó 0.4 veces. 
También se detectaron concentraciones cuatro veces más elevadas de propanona, respecto a la 
cepa silvestre, tanto en glucosa como en lactosa. Por tanto, la mutación man hace variar el perfil 
de volátiles con respecto a la cepa silvestre, posiblemente porque las actividades enzimáticas 
que metabolizan el piruvato podrían estar reguladas por el sistema PTS/CcpA. 
                                                          
1 Este trabajo fue realizado en colaboración con José Luis Galán. 
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En el doble mutante man ldhL también se encontró una marcada fermentación ácido 
mixta con un aumento de la producción de etanol, acetaldehído y diacetilo tanto en glucosa 
como en lactosa. Cabe destacar que la producción de diacetilo en medio MRS con glucosa fue 
47 veces mayor que en su cepa parental y 80 veces mayor si el medio de cultivo llevaba lactosa. 
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Fig. 3.4.- Producción de metabolitos volátiles finales (acetaldehído, etanol, diacetilo, 
butanol y propanona) en diferentes cepas de L. casei crecidas en glucosa (gris claro) o lactosa 
(gris oscuro). Los valores se dan en concentración μM.    
 
3.3.- Efecto de la mutación ldhL en la concentración intracelular de PEP y 
de ácido pirúvico. 
Dos de los metabolitos intermediarios de la glucólisis, el PEP y el pirúvico (sustrato de 
la LDH), fueron cuantificados en las cepas parentales BL23 y BL30 y en sus respectivos 
mutantes ldhL para determinar diferencias en sus niveles intracelulares. Como se puede 
observar en la Fig. 3.5., las concentraciones de ácido pirúvico y PEP, tanto en la cepa BL176 
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como BL177, crecidas en lactosa, aumentaron respecto a los niveles medidos en sus respectivas 
cepas parentales. La concentración de PEP fue 10 veces mayor en BL176 que en BL23 y 2.5 
veces mayor en BL177 que en BL30. El ácido pirúvico aumentó 6 veces en BL176 en 
comparación con BL23 y 1.5 veces en BL177 en relación a BL30. En glucosa, la concentración 
de ácido pirúvico fue 2.5 veces mayor en las dos cepas parentales que en los mutantes ldhL 
mientras que la concentración de PEP aumentó en BL176 en relación a la cepa silvestre, pero 
disminuyó en BL177 en relación con su cepa parental, el mutante man.  
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Fig. 3.5.- Concentración, en nmol por mg de peso seco, de ácido pirúvico y PEP en las 
cepas parentales BL23, BL30 y los mutantes BL176 y BL177. Las medidas se realizaron con las 
diferentes cepas crecidas en glucosa (gris claro) o en lactosa (gris oscuro).  
 
La relación PEP/pirúvico aumentó en ambos mutantes ldhL crecidos tanto en glucosa 
como en lactosa en comparación con sus cepas parentales. En glucosa, esa relación aumentó 3.8 
veces en BL176 y 1.7 veces en BL177, mientras que en lactosa, la relación PEP/pirúvico 
aumentó 1.7 veces entre las cepas silvestres y sus respectivos mutantes ldhL.  
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Fig. 3.6.- Gráfica que 
muestra la relación PEP/ácido 
pirúvico medida en las cepas 
parentales BL23 y BL30 y en sus 
respectivos mutantes ldhL. 
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4.- Expresión de pyk 
Una posible explicación del aumento en la relación PEP/pirúvico en los mutantes ldhL 
podría ser que la concentración intracelular del enzima piruvato quinasa (PYK) o su actividad 
estuvieran disminuidos. Esta enzima transforma el PEP en ácido pirúvico con la consiguiente 
formación de una molécula de ATP. Para estudiar si el aumento de la relación PEP/pirúvico 
podía ser debido a una disminución en la transcripción del gen pyk, se realizó un análisis 
Northern. Los experimentos de hibridación fueron llevados a cabo con una sonda específica del 
gen (capítulo II). El ARN fue aislado de BL23, BL176, BL30 y BL177 a partir de cultivos con 
glucosa, lactosa o ribosa. Se obtuvieron dos señales, correspondientes a transcritos de 1.9 y de 
2.9 Kb. Como ya se describió en el capítulo II, el tamaño del transcrito mayor concuerda con el 
esperado para el operón bicistrónico pfk-pyk, y el pequeño con el tamaño del gen pyk. La 
expresión de este gen en la cepa silvestre parece inducida por azúcares PTS mientras que se 
observa bajos niveles de expresión en ribosa, un azúcar no PTS. La cepa que porta la mutación 
man tiene menos inducción en glucosa que la cepa silvestre por lo que se propuso la hipótesis de 
que podría existir una activación transcripcional de pyk mediada por algún elemento PTS. 
En los mutantes ldhL la expresión de pyk está disminuida como muestra el hecho de que 
el nivel de transcrito encontrado en glucosa y lactosa sea el mismo que el encontrado en ribosa 
(Fig. 3.7.). Esta baja tasa de transcripción podría ser debida a que la mutación ldhL produce un 
bloqueo en la activación mediada por los elementos PTS. La reducción de la transcripción de 
pyk en los mutantes ldhL puede causar una disminución de la cantidad intracelular del enzima 
PYK y por lo tanto explicaría la acumulación de PEP versus piruvato.  
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2.9 kb
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Fig. 3.7.- Expresión del gen pyk, que codifica el enzima piruvato quinasa, de los 
mutantes ldhL de L. casei, BL176 y BL177, y sus respectivas cepas parentales, la cepa silvestre 
BL23 y el mutante man, BL30. El ARN fue extraído de cultivos crecidos en glucosa (G), lactosa 
(L) y ribosa (R). Los números de la derecha muestran el tamaño estimado en kb de los 
mensajeros obtenidos.  
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5.- Análisis transcripcional del gen ldhL   
La regulación de la expresión de ldhL fue estudiada por análisis Northern en varios 
mutantes relacionados con la regulación del metabolismo de azúcares. El ARN fue aislado de la 
cepa silvestre, el mutante man (BL30) y el mutante ccpA (BL71) a partir de cultivos crecidos en 
glucosa, lactosa y ribosa. Los experimentos de hibridación se llevaron a cabo con una sonda 
específica de ldhL. Únicamente fue detectada una banda de ARN mensajero de 1 Kb (Fig. 3.8.). 
El tamaño del transcrito corresponde al tamaño esperado para el gen ldhL de 981 pb, sugiriendo 
que, en L. casei, este gen está organizado como una unidad transcripcional monocistrónica.  
 
  G     L      R       G      L     R       G      L      R      
BL23 BL30   BL71
1 Kb
 
Fig. 3.8.- Expresión del gen ldhL en la cepa silvestre de L. casei, BL23, y en las cepas 
mutantes: BL30 (man) y BL71 (ccpA), crecidas en glucosa (G), lactosa (L) o ribosa (R). A la 
derecha, se indica el tamaño molecular estimado del mensajero obtenido en kb.  
 
 
La intensidad de la banda detectada fue débil cuando el ARN provenía de cultivos con 
ribosa mientras que la intensidad de las bandas fue mayor si el ARN provenía de cultivos con 
glucosa o lactosa, azúcares PTS. Las cepas que portaban la mutación man no experimentaron la 
estimulación producida por glucosa, lo que nos indica que es necesaria la función PTS para la 
inducción de la expresión del gen ldhL, como ocurre para los genes pfk y pyk. La señal, en 
glucosa y lactosa, fue menor en los mutantes ccpA sugiriendo una activación génica mediada 
por CcpA como ocurre en L. lactis (Llanos et al., 1992), pero parece que en ribosa la expresión 
aumenta cuando la mutación ccpA está presente.  
 
DISCUSIÓN 
 
L. casei, microorganismo heterofermentativo facultativo, convierte los azúcares en 
piruvato vía glucólisis. La mayor parte del piruvato es reducido a lactato, que es el producto 
final mayoritario de la fermentación. La enzima L-lactato deshidrogenasa descrito para L. casei 
(Kim et al., 1991) es la responsable de la conversión del piruvato en ácido L-láctico con la 
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consiguiente oxidación del NADH formado durante la glucólisis. Esta enzima es 
estereoespecífica y únicamente produce isómero L-. La formación de D-láctico, en L. casei, ha 
sido atribuida a la actuación de la enzima D-hidroxi-isocaproato deshidrogensa (D-HicDH), ya 
que no pudieron encontrarse  homólogos a D-LDH (Bhowmik and Steele, 1994).  
La inactivación de los genes ldhL y hdhD de L. casei permitió confirmar que los 
enzimas que codifican, L-LDH y D-HicDH, son los responsables de la formación de ácido L-
láctico y ácido D-láctico respectivamente, debido a que no se detectó presencia de cada uno de 
estos isómeros en los mutantes respectivos. Al no encontrar mezclas isoméricas de ácido láctico 
ni en BL176 o BL177 ni en BL198, como ocurre en la cepa silvestre, descartamos la presencia 
de una LD-lactato racemasa capaz de interconvertir un isómero en el otro como parece ocurrir 
en L. sakei (Mallaret et al., 1998) o en L. curvatus (Sneath et al., 1986).  
Dado que la formación de D-láctico es minoritaria respecto a la formación de L-láctico 
y que se ha descrito para las enzimas de la familia D-hidroxiácido deshidrogensas una baja 
afinidad por el piruvato, la D-Hic-DH no parece ser un enzima importante dentro de las 
principales rutas metabólicas de regeneración de NAD+. Intentando asignar un papel en el 
metabolismo celular a la formación de ácido D-láctico, se pensó que este isómero podría ser el 
responsable de la resistencia natural que posee L. casei, junto a otras Gram-positivas, a 
antibióticos glicopeptídicos como la vancomicina. Estos antibióticos actúan uniéndose, por 
medio de puentes de hidrógeno, al extremo C-terminal D-alanil-D-alanina de los pentapéptidos 
presentes en el peptidoglicano de la pared celular impidiendo su polimerización. En las bacterias 
con resistencia intrínseca a estos antibióticos, como L. casei, el extremo terminal del 
pentapéptido está alterado y el residuo de alanina habitual está reemplazado por una molécula 
de ácido D-láctico. Este cambio da lugar a una drástica reducción de la afinidad del antibiótico 
por el pentapéptido (Allen et al., 1992; Bugg et al., 1991; Handwerger et al., 1992). No se sabe 
por qué algunas bacterias incorporan una molécula de D-láctico en lugar de D-alanina al 
extremo C-terminal del pentapéptido, pero debe ser importante para mantener la estructura del 
mismo ya que un doble mutante ldhL ldhD de L. plantarum es capaz de obtener ácido D-láctico 
a través de rutas alternativas para poder incorporarlo al pentapéptido (Ferain et al., 1996). 
El isómero D- no es fácilmente metabolizable por el hombre o los animales por lo que 
ha sido considerado como isómero no-fisiológico. Este isómero, en pacientes que poseen 
problemas intestinales o en recién nacidos que no poseen un hígado suficientemente maduro, 
puede acumularse en la sangre produciendo cuadros patológicos. Es por ello que la presencia de 
ácido L- láctico está favorecida en los productos alimenticios fermentados. La inactivación del 
gen hdhD pude ser muy útil a la hora de utilizar L. casei como bacteria que no sintetice D-
láctico, aumentando así el valor nutricional de los alimentos fermentados en los que intervenga 
o incluso utilizándola como probiótico. 
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En lo que respecta al mutante ldhL, la tasa de crecimiento está afectada, siendo el 
tiempo de duplicación mucho más largo que en la cepa silvestre. La disminución del 
crecimiento puede ser debido a que el gen mutado interrumpe el último paso del metabolismo 
de azúcares disminuyendo el flujo por la vía glucolítica. Este dato se comprueba al observar la 
acumulación de algunos metabolitos intermediarios de la glucólisis como el PEP y el pirúvico o 
al analizar por Northern blot la falta de activación transcripcional del gen pfk, el primero de la 
ruta glucolítica (ver capítulo IV). 
Además de disminuir el metabolismo, la inactivación del gen ldhL, y por consiguiente 
la falta del enzima L-LDH que codifica, produce un cambio en el patrón de fermentación 
pasando de ser homoláctico a realizar una fermentación ácido mixta. La activación de rutas 
secundarias capaces de metabolizar el piruvato da lugar a la producción de compuestos volátiles 
en mucha mayor concentración que en la cepa silvestre. En los mutantes ldhL, el piruvato 
parece ser reconducido principalmente hacia los enzimas piruvato formato liasa y acetolactato 
sintasa (ALS) dado que en estas cepas, los niveles de ácido acético, CO2, etanol, acetaldehído y 
diacetilo fueron mucho mayores que en las cepas silvestres. Si como se ha descrito, la ruta 
glucolítica posee un flujo reducido, los niveles de triosas fosfato serán más bajos de lo normal y 
por ello se activará la PFL. Así mismo, la enzima α-acetolactato sintasa tendría más pirúvico 
disponible para formar α-acetolactato. La enzima Pox o el complejo PDH es probable que no se 
encuentren activados porque necesitan la presencia de oxígeno para ser activos y son inactivos 
cuando las concentraciones de NADH son altas, lo que debe ocurrir en un mutante ldhL. El CO2 
podría desprenderse en diferentes reacciones enzimáticas como las catalizadas por la α-
acetolactato sintasa, α-acetolactato descarboxilasa o formarse en la descarboxilación oxidativa 
espontánea que sufre el α-acetolactato. El volátil producido mayoritariamente es el etanol, y su 
formación está justificada porque la ruta seguida, con la participación del enzima alcohol 
deshidrogenasa, produce la regeneración de dos moléculas de NAD+ por molécula de piruvato. 
La oxidación de NADH es muy importante para mantener el flujo glucolítico y, sin embargo, en 
los mutantes ldhL, la ruta habitual para hacerlo está interrumpida. El aumento en la producción 
de diacetilo podría ser importante a nivel industrial al ser esta molécula el componente principal 
del aroma de productos lácteos como la mantequilla o el queso. Hay que hacer notar, que BL176 
cultivado en medio sólido con glucosa... ¡olía muy bien! 
El análisis Northern del gen ldhL mostró que se transcribe como una unidad 
monocistrónica al igual que ocurre en otros lactobacilos. El patrón de expresión de en la cepa 
silvestre se asemeja al obtenido para el operón pfk-pyk, sin embargo, en el mutante ccpA la 
expresión disminuyó en los azúcares PTS por lo que podría estar activada por CcpA como en L. 
lactis, a pesar de que en ribosa se observa una mayor expresión. El estudio de la secuencia de la 
zona promotora del gen ldhL  de L. casei presente en las bases de datos, no reveló presencia de 
111 
Capítulo III 
secuencias cre consenso. Como ya se describió durante el estudio de la regulación del operón 
pfk-pyk, CcpA podría actuar indirectamente a través de la activación o inactivación de algún 
intermediario que actuara posteriormente sobre la regulación de la expresión génica o uniéndose 
a secuencias consenso diferentes a cre, situadas en las zonas promotoras de los genes que 
regula. Así mismo, la expresión de ldhL de L. casei en presencia de la mutación man disminuye 
en glucosa, sugiriéndonos que es necesaria la presencia de algún elemento relacionado con el 
PTS para la activación de la transcripción. En otros lactobacilos, como L. sakei, la transcripción 
de este gen parece ser constitutiva (Malleret et al., 1998). 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
Nota: La estructura de este capítulo será diferente a la de los anteriores. La introducción, los 
resultados y la discusión están integrados dado que los primeros resultados y sus conclusiones 
llevaron a realizar los siguientes experimentos y así de forma sucesiva. 
 
1.- Crecimiento diaúxico en un mutante ldhL de L. casei 
  Como se ha dicho en capítulos anteriores, la cepa silvestre de L. casei crecida en MRS 
basal al que se le añade 0.1% de glucosa más 0.5% de lactosa, posee un crecimiento diaúxico 
con 15 horas de parada que separan el consumo de la glucosa del medio del consumo de lactosa 
(Veyrat et al., 1994). En el mutante ccpA esta parada diaúxica se reduce a unas 5 horas mientras 
que en el mutante man desaparece totalmente. 
De manera sorprendente, cuando se realizó una curva de crecimiento diaúxico del 
mutante ldhL, BL176, en glucosa más lactosa no se encontró parada diaúxica. Este 
comportamiento es difícil de explicar con los conocimientos que poseemos sobre los 
mecanismos que controlan la regulación de la represión catabólica del operón de la lactosa en L. 
casei, así que tratamos de averiguar si el fenómeno era únicamente dependiente de la presencia 
de glucosa y lactosa en el medio o era independiente del azúcar usado.  
Para ello, se realizaron curvas de crecimiento con tres mezclas de azúcares diferentes: 
fructosa (0.1%) más lactosa (0.5%), maltosa (0.1%) más lactosa (0.5%) y glucosa (0.1%) más 
ribosa (0.5%).  
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Fig. 4.1.- Curva de crecimiento de la cepa silvestre de L. casei BL23 en MRS basal 
conteniendo 0.1% de fructosa más 0.1% de lactosa (v) y curvas de crecimiento del mutante ldhL 
BL176 crecido en 0.1% de fructosa más 0.5% de lactosa (t), 0.1% de glucosa más 0.5% de 
ribosa (■) y 0.1% de maltosa más 0.5% de lactosa (x).  
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En todos los casos, la cepa silvestre mostró el típico comportamiento diaúxico con una 
parada de unas 12 a 15 horas mientras que no se detectó la parada en los mutantes ldhL. Cabe 
destacar que, comparado con la cepa silvestre, BL176 mostró una tasa de crecimiento mucho 
más lenta en todas las mezclas de azúcares (Fig. 4.1.). 
 
2.- Seguimiento de actividades enzimáticas indicadoras 
 El comportamiento de la cepa BL176 sugería que la transducción de la señal de la 
represión catabólica estaba severamente afectada por el mero hecho de la falta de la función L-
LDH. Para confirmar el paralelismo fenotípico encontrado en el comportamiento diaúxico entre 
el mutante ldhL y los mutantes man y ccpA, se midieron algunas actividades relacionadas con la 
represión catabólica.  
  
2.1.- N-acetil-glucosaminidasa 
En L. casei, el gen nag, que codifica la actividad N-acetil-glucosaminidasa, está sujeto a 
represión catabólica mediada por CcpA. En la cepa silvestre, esta actividad está reprimida por 
glucosa un factor de 9.2 veces comparado con la actividad en ribosa (Fig. 4. 2A). En el mutante 
man la represión por glucosa es únicamente de 1.7 veces mientras que en el mutante ccpA la 
represión desaparece totalmente obteniéndose valores de actividades en glucosa similares a los 
valores en ribosa (Monedero et al., 1997). En el mutante ldhL, el factor de represión por glucosa 
de la actividad N-acetil-glucosaminidasa fue solamente de 1.9 veces, valor parecido al que se 
obtiene en el mutante man. Ésto sugería una falta de represión catabólica mediada por CcpA en 
la expresión del gen nag debido a la mutación ldhL.  
  
2.2.- P-β-galactosidasa 
La fosfo-β-galactosidasa es una actividad enzimática codificada por un gen del operón 
lac. La transcripción del operón lac esta sujeta a un mecanismo dual de represión catabólica que 
conlleva la unión de CcpA a la región promotora así como la antiterminación transcripcional 
llevada a cabo por LacT. Esta última proteína posee dos dominios regulados por el PTS (PRD-I 
y PRD-II). El modelo propuesto para la regulación del operón por antiterminación (Stülke et al., 
1998 y Gosalbes et al., 1999) sugiere la fosforilación de PRD-I por los componentes del PTS 
específicos del transporte de lactosa en ausencia del inductor y la fosforilación de PRD-II por P-
His-HPr en ausencia de glucosa. Únicamente cuando PRD-I esté desfosforilado y PRD-II 
fosforilado, LacT tendrá actividad de antiterminación y el operón podrá ser transcrito (Fig. 4.3.). 
La actividad P-β-galactosidasa está inducida en lactosa tanto en la cepa silvestre como en el 
mutante ldhL pero los niveles de actividad encontrados en glucosa fueron muy bajos. La 
presencia de glucosa, conjuntamente con lactosa, reprimió totalmente la actividad P-β-
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galactosidasa tanto en la cepa silvestre como en el mutante ccpA, sin embargo, el mutante man y 
el mutante ldhL crecidos en un medio con una mezcla de dichos azúcares mostraron un 24% de 
la actividad encontrada en lactosa (Fig. 4. 2B.). De acuerdo con esto, la mutación ldhL parece 
afectar tanto a la represión catabólica mediada por CcpA, como a la represión catabólica 
mediada por los reguladores que contienen dominios PRD regulados por PTS, como ocurre en 
el mutante man. 
Lac Tc Lac Ec Lac Fc Lac Gc 
RATCRE
P-β-galactosidasaAntiterminador LacT
PRD I
PRD II
PTS lac
1) Inducción con lactosa
LacT activo
2) No inducido
LacT inactivo
3) Represión Catabólica (con glucosa)
Lac T inactivo
I I - P I - P
II - P
II - P II
Operón lac
LacT
LacT
LacT LacT
HPr
His15-P
HPr
CcpA
Ser46-P
(-)
EII
P
 
Fig. 4.3. Esquema de la regulación del operón lac de L. casei 
 
2.3.- Alcohol deshidrogenasa 
La alcohol deshidrogenasa (ADH) es un enzima bifuncional que cataliza dos reacciones 
consecutivas, dependientes de NADH, convirtiendo el acetil-CoA en acetaldehído y 
posteriormente éste en etanol. Se ha descrito en E. coli que la proteína Cra (catabolite repressor-
activator), homólogo a CcpA en Gram-negativos, está relacionada con la regulación 
transcripcional de este enzima (Mikulskis et al., 1997) así como también lo está la relación 
NADH/NAD+. Niveles elevados de NADH podrían inducir esta actividad ya que en E. coli ha 
sido demostrado que la transcripción del gen adh aumenta en relación directa con la cantidad de 
NADH generada durante el catabolismo de azúcares (Leonardo et al., 1996). En algunos 
microorganismos Gram-positivos esta actividad podría estar sujeta a represión catabólica. Por 
ejemplo, el mutante ccpA de Lactococcus lactis produce elevadas concentraciones de acetato y 
etanol sugiriendo que la expresión de los enzimas que producen estos metabolitos podrían estar 
reprimidas por CcpA en la cepa silvestre.  
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En L. casei, la actividad ADH medida en los mutantes man y ccpA mostró valores 
similares a los encontrados en la cepa silvestre. No parece, por lo tanto, que en este 
microorganismo la enzima ADH esté regulada por CcpA. En el mutante ldhL BL176, la 
actividad alcohol deshidrogenasa fue 7.5 veces mayor que en la cepa silvestre cuando las células 
fueron crecidas en glucosa y 14.8 veces mayor cuando fueron crecidas en lactosa (Fig 4. 2C.). 
La producción de etanol en este mutante aumentó, como se vio en el capítulo III, acorde con el 
incremento de actividad, aunque la diferencia que se aprecia no es tan clara cuando la cepa es 
crecida en glucosa o lactosa (Fig 3.3).  
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Fig. 4.2.- En las gráficas se muestran las medidas de diferentes actividades enzimáticas 
en la cepa silvestre de L. casei (wt) y en los mutantes ldh (BL176), man (BL30) y ccpA (BL71). 
La grafica A muestra la actividad N-acetil-glucosaminidasa de las distintas cepas crecidas en 
glucosa (gris claro) y ribosa (gris oscuro). La gráfica B muestra la actividad P-β-galactosidasa 
medida en las diferentes cepas crecidas en 0.1% de glucosa más 0.5% de lactosa. La gráfica C 
muestra la actividad alcohol deshidrogenasa de diferentes cepas crecidas en glucosa (gris claro) o 
lactosa (gris oscuro).  
  
Estos resultados indican que la expresión de adh en L. casei no parece estar regulada 
por represión catabólica, pero los altos niveles de actividad ADH encontrados en el mutante 
ldhL podrían ser debidos a una inducción de adh por NADH como ocurre en E. coli. Como la 
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ruta del enzima ADH regenera dos moléculas de NAD+, ésta podría ser muy importante en el 
mutante ldhL debido a que, sin la reoxidación de NADH, la disponibilidad de NAD+ decrecería 
rápidamente impidiendo el metabolismo celular. 
 
3.- Hipótesis de trabajo 
La falta de represión catabólica en los mutantes ldhL podría estar relacionada con 
cambios en los flujos de carbono, variaciones en actividades enzimáticas o cambios en las 
concentraciones de compuestos derivados directamente de la inactivación de la L-LDH. El 
catabolismo de hexosas en L. casei tiene lugar a través de la ruta homofermentativa, 
produciendo principalmente L-lactato. Por tanto, en condiciones de crecimiento de laboratorio, 
la mayoría de los carbohidratos son canalizados vía L-LDH. La inactivación de este enzima 
produce, como se ha demostrado en el capítulo III, un aumento en la relación PEP/pirúvico de 
casi 4 veces en comparación con la cepa silvestre. El PEP está considerado como un potente 
inhibidor de la enzima fosfofructoquinasa (PFK), por lo que en el mutante ldhL, debido al 
acúmulo de PEP que se produce, la actividad PFK podría estar marcadamente inhibida 
produciéndose un considerable descenso de la formación de fructosa-1,6-bifosfato (FBP). La 
FBP es el activador alostérico del enzima HPr quinasa, que, como se sabe, fosforila la proteína 
HPr del PTS en el residuo serina 46 iniciando el fenómeno de represión catabólica (Fig. 4.4.). 
Así, una disminución en la concentración de FBP podría impedir o disminuir la formación de P-
Ser-HPr afectando a la represión catabólica. Por otra parte, el aumento de los niveles de PEP en 
el mutante ldhL podría llevar a un incremento en la fosforilación de HPr en el residuo His-15 
por el enzima I, al activarse en mayor medida el PTS. Niveles altos de P-His-HPr afectarían a la 
activación de los reguladores que contienen dominios PRD, fosforilados por esta forma del HPr. 
Con todos estos datos, se puede proponer una primera hipótesis de trabajo que explique la falta 
de represión catabólica en los mutantes ldhL: la disminución de los niveles de P-Ser-HPr y el 
aumento de los niveles de P-His-HPr.  
 
Para explicar este extraño comportamiento, se puede proponer también una segunda 
hipótesis. Debido a que el mutante ldhL tiene impedida la oxidación de NADH por la ruta 
celular habitual, se podría producir en esta cepa un aumento de la relación NADH/NAD+. El 
equilibrio de coenzimas tiene un efecto coordinador del flujo de las rutas metabólicas a nivel de 
los enzimas que catalizan reacciones deshidrogenasas. El aumento en la concentración de 
NADH podría inhibir reacciones que son sensibles a este nucleótido y la disminución de los 
niveles de NAD+ puede hacer reducir las tasas de reacciones NAD+ dependientes (Fig. 4.4.). Por 
ejemplo, en L. lactis, el enzima glucolítico gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) 
está fuertemente inhibido por una alta relación NADH/NAD+ (Cocaign-Bousquet et al., 1996) y 
el complejo piruvato deshidrogenasa (PDH) es activo sólo cuando la relación NADH/NAD+ es 
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muy baja (Snoep et al., 1993). En resumen, la falta de represión catabólica en el mutante ldhL 
de L. casei podría deberse a un efecto pleiotrópico de esta mutación sobre alguno de los pasos 
en la ruta de transducción de señal debido cambios de concentración en metabolitos clave de la 
regulación, como el PEP o el NADH.  
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Fig. 4.4.- Esquema del metabolismo de azúcares en L. casei. Se muestra la translocación de la 
glucosa vía PTS, la ruta glucolítica con la formación de lactato (en este caso interrumpida por la 
mutación en el enzima lactato deshidrogenasa), la ruta alternativa de metabolización de piruvato 
con la producción de etanol, esquema de la represión catabólica y la activación de la enzima 
NADH oxidasa en presencia de O2. Encuadrado, sobre fondo gris, se muestran las reacciones en 
las que intervienen los cofactores de óxido-reducción NADH y NAD+. 
 
4.- Comprobación de la primera hipótesis 
 
4.1.- Regulación de la enzima PFK 
 Los niveles de PEP y ácido pirúvico fueron medidos en el mutante ldhL de L. casei 
mostrando un aumento de la relación PEP/pirúvico de 3.8 veces comparado con la cepa silvestre 
(capítulo III). Siendo que el PEP ha sido descrito como un inhibidor alostérico del enzima PFK, 
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el aumento de este metabolito podría disminuir la actividad de este enzima en los mutantes 
ldhL. Además, esta mutación podría afectar a la expresión del gen pfk como ocurría con el gen 
pyk (Capítulo III). Por ello se midió la actividad PFK en BL176 (ldhL), comprobándose que 
disminuía en glucosa casi tres veces en comparación con la cepa silvestre. La actividad PFK en 
la cepa silvestre fue de 300 nmol/min·mg prot y 120 nmol/min·mg prot en células crecidas en 
glucosa y ribosa respectivamente, mientras que fue de 110 y 120 nmol/min·mg prot en la cepa 
BL176 (ldhL). Además, se evaluó la transcripción de pfk mediante análisis Northern. Para ello, 
se extrajo ARN de células crecidas en glucosa y ribosa tanto de la cepa silvestre como del 
mutante ldhL y se usó como sonda un fragmento interno del gen (capítulo II). 
 
 
G        R       G       R            
BL23 BL176
2.9 Kb
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4.5.- Northern blot para determinar la expresión del gen pfk de L. casei en la cepa silvestre, 
BL23, y el mutante ldh BL176, crecidos en glucosa (G) y ribosa (R). La flecha de la derecha 
muestra el tamaño del mensajero en kb. 
 
La transcripción de pfk en la cepa silvestre mostró ser muy bajo en ribosa mientras que 
era inducida en presencia de glucosa, el azúcar PTS. Coincidiendo con las actividades 
enzimáticas medidas, la tasa de transcripción de pfk en el mutante ldhL disminuyó en glucosa 
siendo la expresión similar a la tasa encontrada en ribosa (Fig. 4.5.). Estos datos apuntan hacia 
la primera hipótesis de trabajo propuesta, sugiriendo que la falta de represión catabólica en el 
mutante ldhL de L. casei podría ser debida a una disminución en la concentración de fructosa-
1,6-bifosfato y por lo tanto de la cantidad de P-Ser-HPr.  
 
4.2.- Detección de las diferentes formas de HPr en L. casei 
 Para cuantificar las diferentes formas de HPr en la cepa silvestre de L. casei y en su 
mutante ldhL, se llevaron a cabo análisis por Western blot con anticuerpos contra HPr de B. 
subtilis. Las diferentes formas de HPr (HPr, P-Ser-HPr, P-His-HPr y la forma doblemente 
fosforilada 2P-(His, Ser)-HPr) pueden ser separadas en un gel nativo PAGE. La Fig. 4.6. 
muestra un ensayo Western de extractos celulares de la cepa silvestre de L. casei y su mutante 
ldhL crecidas en glucosa. P-His-HPr migra en la misma posición que P-Ser-HPr, pero, dada la 
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labilidad de la fosforilación en el residuo de histidina 15, pueden ser diferenciadas fácilmente 
porque al calentar las muestras a 80ºC durante 10 min, P-His-HPr y 2P-(His, Ser)-HPr se 
transforman en HPr y P-Ser-HPr, respectivamente (Gunnewijk y Poolman, 2000).  
 
 
- + - + - +
BL23 BL176 BL30
HPr
P-His-HPr
P-Ser-HPr
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Fig. 4.6.- Análisis Western con anticuerpos anti-HPr. Los extractos proteicos fueron 
obtenidos a partir de distintas cepas de L. casei: BL23 (cepa silvestre), BL176 (ldhL) y BL30 
(man) crecidas en MRS con glucosa. Una fracción de cada extracto celular fue calentado a 80ºC 
durante 10 min y las fracciones sin tratar (-) y calentadas (+) fueron cargadas en un gel PAGE 
nativo al 15% para ser separadas por electroforesis. Las distintas especies de HPr fueron 
detectadas por inmunodetección.  
 
Aunque se ve claramente que en la cepa BL30 únicamente está presente la forma P-His-
HPr, este no es el caso del mutante ldhL de L. casei en el que no se aprecian diferencias 
aparentes en las formas fosforiladas de HPr respecto la cepa silvestre. Esto nos indica que, la 
hipótesis que relacionaba la falta de represión catabólica con una alta proporción de P-His-HPr 
y una baja proporción de P-Ser-HPr en el mutante ldhL, debe ser descartada. 
 
5.- Comprobación de la segunda hipótesis 
 L. casei es un organismo anaerobio aereotolerante. Eso supone que para su crecimiento 
no requiere unas condiciones estrictas de anaerobiosis y tolera concentraciones de O2 del aire. 
En L. delbrueckii subsp. bulgaricus, la presencia de O2 en el medio induce una NADH oxidasa 
que permite la regeneración de NAD+. Esta actividad enzimática no tiene un papel crucial en el 
metabolismo celular porque en la cepa silvestre, únicamente un 2-3% del NADH formado en la 
glucólisis es reoxidado por este enzima mientras que el 97-98% es reoxidado por el enzima 
LDH (Marty-Teysset et al., 2000). Si L. casei tuviera un enzima NADH oxidasa similar al de L. 
bulgaricus, el aumento en la concentración de NADH que se debe de producir en el mutante 
ldhL, podría ser reoxidado en condiciones aerobias por ese enzima. Por ello, si las insólitas 
características fenotípicas del mutante ldhL fueran debidas a un aumento en la concentración de 
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NADH, la oxidación del mismo en aireación devolvería el fenotipo normal de la cepa silvestre 
al mutante ldhL. 
Para comprobar la segunda hipótesis propuesta, se estudió el crecimiento diaúxico del 
mutante ldhL y se midió la actividad N-acetil-glucosaminidasa en condiciones de crecimiento 
con intensa aireación. 
 
5.1- Crecimiento diaúxico y medición de actividades enzimáticas bajo 
condiciones aeróbicas 
 Tanto la cepa silvestre como el mutante ldhL fueron crecidos en aireación en medio 
MRS basal con 0.1% de glucosa y 0.5 % de lactosa. La cepa silvestre mostró el mismo 
comportamiento diaúxico que se observa en condiciones anaerobias, con una fase de parada 
entre el consumo de un azúcar y del otro de 15 horas. En mutante ldhL BL176 apareció una 
parada diaúxica de unas 6 horas (Fig 4.7.). 
La actividad N-acetil-glucosaminidasa, que está controlada por represión catabólica, 
también fue medida en condiciones aerobias en el mutante ldhL, mostrando la glucosa un 
aumento en el factor de represión desde 1.9 (anaerobiosis) a 3.2 (aerobiosis) (Fig 4.8.). Estos 
resultados sugieren que la presencia de oxígeno restituye parcialmente la represión catabólica en 
el mutante debido, probablemente, a la actuación del enzima NADH oxidasa dependiente de O2 
que permitiría la regeneración de NAD+.  
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Fig. 4.7.- Curva de diáuxica del mutante ldhL de L. casei, BL176 (t), crecido en MRS 
basal conteniendo 0.1% de glucosa y 0.5% de lactosa en condiciones aeróbicas comparada con la 
curva de crecimiento de la cepa silvestre obtenida en las mismas condiciones (v).  
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Fig 4.8.- Medida de la actividad N-acetil-
glucosaminidasa en condiciones aeróbicas, 
cuando las cepas de L. casei silvestre (wt), 
mutante ldhL BL176 y mutante man BL30, 
fueron crecidas en MRS de fermentación 
adicionado de glucosa (gris claro) o ribosa 
(gris oscuro). 
 
 
 
4.6.- Conclusión 
 En este capítulo se establece que a pesar de la baja expresión del gen pfk, con la posible 
disminución de la concentración de FBP, y el aumento en la concentración de PEP en el 
mutante ldhL de L. casei, la aparente falta de represión catabólica que se da en esta cepa no 
parece estar relacionada con cambios en los estados fosforilados de HPr sino a un probable 
incremento en la relación NADH/NAD+. 
A este respecto, en B. subtilis, los nucleótidos NADP+ y NADPH han sido descritos 
como corepresores de CcpA y por tanto inhibidores de la transcripción de los genes reprimidos 
por catabolito (Kim et al., 1998) ya que, aunque poseen un escaso efecto sobre la unión del 
CcpA al ADN, aumentan la capacidad de CcpA de inhibir la transcripción. En B. subtilis, ni el 
NAD+ ni el NADH poseen el efecto observado para sus respectivas formas fosforiladas, pero no 
sabemos lo que puede ocurrir en L. casei. Si en esta bacteria NADH o NAD+ tuvieran algún 
efecto en la estimulación de la unión de CcpA al ADN o efecto en la inhibición de la 
transcripción, el aumento de la fracción NADH/NAD+ originado en el mutante ldhL, podría 
estar relacionado con la desrepresión descrita para los genes regulados por CcpA. La presencia 
de NADP+ en L. casei nunca se ha determinado, por lo que no se puede descartar que juegue 
también un papel similar al descrito en B. subtilis. 
No obstante, la recuperación parcial de RC del mutante en condiciones de aireación 
sugiere que, bien sigue existiendo una alta relación NADH/NAD+ en estas condiciones de 
cultivo o bien que el efecto pleiotrópico observado se debe a una combinación de factores 
siendo uno de ellos la relación NADH/NAD+ . Nuestros datos tampoco permiten explicar la 
falta de represión por catabolito del operón lac en el mutante ldhL. Claramente, se hace 
indispensable la determinación de concentraciones de NADH, NAD+ y otros metabolitos 
glucolíticos en este mutante, así como el estudio del efecto de esta mutación en el estado de 
fosforilación del regulador LacT.  
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Como ya se mencionó en la introducción, los mecanismos responsables de la regulación 
del flujo glucolítico en bacterias lácticas importantes para la industria, como L. lactis o L. 
bulgaricus, han sido estudiados ampliamente. En L. casei, aun no se puede tener una visión 
conjunta tan amplia de los mecanismos de regulación de los flujos de metabolismo de azúcares 
como se tiene para estas bacterias, sobre todo por la falta de información tanto genética como 
fisiológica sobre muchas de las enzimas que intervienen en las rutas. Pero, con los datos 
obtenidos en esta tesis doctoral, podemos dar algunas “pinceladas” a lo que podría ser la 
regulación del metabolismo. 
Tras la caracterización de los elementos generales del PTS, HPr y enzima I, la 
inactivación de la enzima I y la construcción de mutantes puntuales en el centro activo de 
fosforilación  de la Ser-46 de HPr, pudimos estudiar la implicación de estos elementos en el 
transporte de azúcares, específicamente en el proceso de exclusión del inductor, y la relación 
que tienen estos elementos con la represión catabólica. Los resultados se adecuaron al modelo 
de transducción de señal PTS/CcpA propuesto para B. subtilis y otras bacterias Gram-positivas:  
- Los azúcares transportados por PTS en L. casei no podían ser internalizaos en la cepa 
ptsI que poseía el enzima I inactivado, lo que indica que la transfosforilación desde el PEP hasta 
el HPr vía enzima I es imprescindible para el transporte de estos azúcares. 
- El estudio de cepas con mutaciones puntuales en el residuo Ser-46 e Ile-47 de la 
proteína HPr que daban lugar a proteínas desfosforiladas permanentemente, nos reveló que este 
sitio activo de fosforilación dependiente de ATP también es funcional en L. casei. Las cepas 
mutantes tenían afectado el mecanismo de represión catabólica ya que no mostraron la represión 
que produce la glucosa sobre la actividad N-acetil-glucosaminidasa ni presentaron el 
característico crecimiento diáuxico que posee la cepa silvestre. 
- La exclusión del inductor  depende de la forma fosforilada P-Ser-HPr, pues el mutante 
ptsH1 (Ser46Ala) no presentaba la exclusión que produce la glucosa sobre la maltosa (azúcar 
transportado por permeasa). Este fenómeno ha sido probado por primera vez in vivo y se cree 
que estaría mediado por la inhibición alostérica de diferentes permeasas por P-Ser-HPr. 
- Experimentos con los mutantes ptsH1 y hprK, incapaces de formar P-Ser-HPr, 
demostraron que la expulsión del inductor no depende de la forma fosforilada P-Ser-HPr 
(Dossonnet et al., 2000). 
 
Para determinar si los elementos de transducción de señal PTS/CcpA estaban 
implicados en la regulación general de los flujos de carbono, en especial en la glucólisis, 
decidimos clonar los genes pfk y pyk, que codifican las enzimas clave que regulan esta ruta en 
muchos microorganismos: la PFK y la PYK. La clonación y secuenciación de los mismos 
confirmó que, como en otros muchos microorganismos, estos genes se encuentran en el mismo 
operón. Los estudios de la expresión de este operón en varios mutantes de L. casei han 
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demostraron que estos genes podrían estar regulados por un doble mecanismo. Por un lado 
existe una moderada represión mediada por CcpA y por otro lado existe una inducción mediada 
por elementos del PTS. El elemento del PTS que podría estar implicado en esta inducción 
podría ser la P-Ser-HPr ya que la expresión de este operón en las cepas, o en los azúcares, que 
poseen afectada o disminuida esta forma fosforilada de HPr, es muy baja. Nos encontramos así 
ante dos mecanismos de regulación de este operón totalmente diferentes en dos bacterias 
lácticas: activación por CcpA en L. lactis y represión por CcpA en L. casei. Pero tanto la 
activación del operón las de L. lactis por CcpA como la activación mediada por PTS, además de 
la represión por CcpA, del operón pfk-pyk en L. casei perseguirían un mismo objetivo: 
acomodar las concentraciones óptimas de las enzimas PFK y PYK para obtener el flujo 
glucolítico más apropiado dependiendo de las condiciones de crecimiento. En L. casei, la 
actuación de CcpA sobre la regulación de la expresión génica de este operón no parece estar tan 
clara como en L. lactis porque a diferencia de éste, no se ha encontrado en la zona promotora 
ninguna secuencia cre. Parece que la represión producida por CcpA  en L. casei no esta mediada 
por la formación del complejo CcpA/P-Ser-HPr como ocurre en todos los procesos de represión 
o activación catabólica en los que interviene CcpA. 
 
Otra de las enzimas que nos pareció importante estudiar para conocer como discurren 
los flujos de carbono fue la L-lactato deshidrogenasa. Al estar presente en las bases de datos la 
secuencia del gen que codifica esta proteína decidimos inactivarla y ver cuales eran los cambios 
que se producían en el metabolismo de una bacteria que casi exclusivamente produce L-láctico, 
el producto de esta enzima, como metabolito final. Así, la inactivación de este gen tuvo como 
consecuencia una desviación del metabolismo del piruvato hacia rutas que forman metabolitos 
secundarios como el etanol, acetato, acetaldehído, CO2 o diacetilo. Estas rutas regeneran el 
exceso de NADH acumulado tras la glucólisis e incluso pueden sintetizar ATP. Las enzimas que 
metabolizan piruvato y que se activan en estas condiciones podrían ser la piruvato formato liasa 
(PFL) y la α-acetolactato sintasa (ALS). La PFL se activa cuando la relación NADH/NAD+ es 
alta, lo que es muy probable que pase en el mutante ldhL. Los productos de la PFL y la ALS, el 
acetilCoA y el α-acetolactato serán convertidos posteriormente en acetato o etanol y en 
diacetilo, acetoína o butanodiol, respectivamente. El CO2 se puede desprender de cualquiera de 
las dos rutas activadas. El estudio de la regulación de la expresión de ldhL reveló que la proteína 
CcpA puede activar ligeramente la transcripción del gen que a su vez está inducida por la 
presencia de azúcares PTS. Tampoco la búsqueda de una secuencia cre en la zona promotora de 
este gen fue fructífera pues no se encontró nada parecido al consenso cre en el fragmento del 
promotor de la secuencia depositada en la base de datos. 
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Durante esta última parte del estudio detectamos una inesperada conexión entre la 
mutación ldhL y la falta de represión catabólica. Así, se han propuesto varias hipótesis para 
explicar este extraño fenómeno siendo la más sólida aquella que concede un papel importante a 
los cofactores redox NADH/NAD+. No sabemos como pueden actuar estos cofactores sobre el 
mecanismo de represión catabólica, pero es posible que, como en B. subtilis, medien en la 
inhibición que produce CcpA sobre la transcripción de los genes que regula.  
 
Hay que hace notar que, en este laboratorio, y continuando con el estudio de la 
regulación de las rutas del metabolismo de azúcares, se han clonado fragmentos homólogos a 
los genes que codifican los enzimas GAPDH, PFL y Pox lo que permitiría profundizar en este 
tema en el futuro.  
 
Con todos estos resultados expuestos podemos sacar la siguiente conclusión final: 
 
 
CONCLUSIÓN FINAL 
 
 
En L. casei la expresión de genes glucolíticos, como pfk, pyk y ldhL, se encuentra 
inducida por el crecimiento en azúcares PTS. Esta inducción podría estar mediada por algún 
elemento del PTS como la forma fosforilada de HPr, P-Ser-HPr, que en este organismo media la 
represión catabólica y la regulación del transporte de azúcares. La proteína CcpA influiría 
también en la expresión de estos genes bien de manera directa o indirecta, por un mecanismo 
que no parece depender de P-Ser-HPr y que podría implicar metabolitos intermedios de la 
glucólisis. 
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